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1 UVOD 
1.1 PREDSTAVITEV PROBLEMA 
Celice za svoje delovanje potrebujejo energijo, ki jo pridobijo z razgradnjo virov ogljika, 
kot je glukoza. Za prenos energije je najpogosteje uporabljan adenozin trifosfat (ATP). 
Prvo metabolno pot udeleženo v razgradnji glukoze in nastanku ATP imenujemo glikoliza. 
Rakaste celice nenadzorovano rastejo in se hitro delijo, kar jim v veliki meri omogoča 
pospešen pretoka glikolize. Večina glukoze se pri tem pretvori v laktat in izloči iz celic, 
tudi ob zadostni količini kisika. Ta pojav imenujemo Warburgov efekt. Pospešen 
metabolni tok je tudi posledica deregulacije nekaterih ključnih encimov v glikolizi, pri 
čemer pride do napak v povratnih zankah, ki v običajnih pogojih delovanje teh encimov 
zavirajo. V tem magistrskem delu se bomo osredotočili na en encim, ki deluje kot ena od 
kritičnih nadzornih točk v prvi stopnji glikolize: 6- fosfofrukto-1-kinazo. 
Fosfofruktokinaza (PFK) je encim, ki fosforilira fruktozo-6-fosfat v tretjem koraku 
glikolize. Običajno prisotnost adenozin monofosfata (AMP) spodbuja delovanje encima, 
medtem ko ga prisotnost ATP zavira.  
PFK v človeškem telesu se nahaja v treh različnih izooblikah. Ločimo jih na jetrni (PFK-
L), mišični (PFK-M) in trombocitni (PFK-P) tip. Vsi izoencimi imajo enako funkcijo, 
vendar se rahlo razlikujejo v dolžini in zaporedju aminokislin. Raziskave kažejo, da se pri 
različnih stopnjah raka spremeni količina posamezne izooblike PFK, pri čemer so 
najverjetnejši razlog razlike v uravnavanju in encimske aktivnosti posamezne izooblike. 
Ugotovili so, da pri rakastih celicah pride do posttranslacijske modifikacije PFK-M, pri 
čemer se od 85 kDa  velikega, nativnega encima odcepi visoko aktiven 45-47 kDa 
fragment, ki je obdrži encimsko aktivnost in hkrati postane odporen na povratno inhibicijo 
z ATP. Kot tak je eden od vzrokov pospešene, nenadzorovane glikolize in potencialna 
tarča za nove zdravilne učinkovine (Šmerc in sod., 2011). 
1.2 NAMEN DELA 
Trenutno še ne vemo, kje pri PFK se nahaja točno mesto cepitve in kaj je potencialni 
razlog za cepitev. Ugotoviti želimo, če pride do postranslacijske modifikacije tudi pri 
izooblikah PFK-L in PFK-P in kakšne velikosti bi bili nastali fragmenti PFK.  
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 Odcepitev encimsko aktivnega fragmenta se pojavlja pri vseh izotipih. 
 Fragmenti PFK-L in PFK-P bodo verjetno približno enake velikosti kot fragment PFK-
M (okrog 47 kDa). Točno mesto cepitve fragmentov bo na istih mestih oz. v razmaku 
nekaj aminokislinskih ostankov.  
 Cepitev proteina je posledica delovanja proteaz, torej morajo biti cepitvena mesta 
proteazam dostopna (na površini proteina). 
 Neodzivnost kratkega fragmenta PFK-M na inhibicijo je posledica odcepitve dela 
proteina na C-terminalnem koncu. 
2 
Stražišar T. Karakterizacija izoencimov 6-fosfofrukto-1-kinaze pri tumorigenih celičnih linijah. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZNAČILNOSTI RAKASTIH CELIC 
Rak je bolezen, pri kateri se celice nenadzorovano delijo ter imajo sposobnost naselitve v 
drugih tkivih, bodisi neposredno z vraščanjem v sosednje tkiva ali pa s prenosom in 
vgradnjo na oddaljena mesta z metastazami. Pogoj za nastanek raka so mutacije - napake v 
zapisu DNK, ki se običajno kopičijo skozi daljše časovno obdobje (Hanahan in Weinberg, 
2011).  
Znanost trenutno opredeljuje osem značilnosti rakastih celic, ki sta jih sistematično opisala 
Hanahan in Weinberg (2011). Lahko jih grobo ločimo v dve skupini: prve omogočajo 
nastanek raka, medtem ko druge omogočajo obstoj že nastalih rakastih celic. V prvo 
skupino uvrščamo ohranjanje proliferativne signalizacije, izogib rastnim supresorjem, 
deregulacija celičnega metabolizma in izogib mehanizmom imunskega sistema. 
Značilnosti druge skupine, kot so tumor-spodbujajoče vnetje, invazija in metastaziranje ter 
spodbujanje tvorbe krvnih žil, se pojavijo ob tvorbi tumorja. Nestabilnost genoma,  
podvženost mutacijam, neomejen rastni potencial in izogibanje apoptozi pa so značilnosti, 
ki jih lahko uvrstimo v obe skupini, saj so pri rakastih celicah vseskozi prisotne (Hanahan 
in Weinberg, 2011).  
  
Slika 1: Razvoj rakastih celic (Gatenby in Gillies, 2004). Faze tumorske rasti in njihovih povezanih fizioloških stanj so 
prikazane z diagramom, ki kaže napredovanje iz ene stopnje v drugo. Normalne epitelijske celice (sivo) postanejo 
hiperproliferativne (roza) po indukciji. Ko dosežejo mejno vrednost difuzije kisika, postanejo hipoksične (modra), kar 
lahko vodi do celične smrti (packa namesto jedra) ali prilagoditve glikolitičnega fenotipa (zeleno), ki omogoča preživetje 
celic. Zaradi glikolize lezije postanejo acidotične, nato celice postanejo mobilne (rumene) in sčasoma predrejo bazalno 
membrano. Ko se napredovanje raka nadaljuje, se mutacije v celicah povečajo (jedra z eno mutacijo so na sliki svetlo 
oranžna, temno oranžna kjer je več mutacij). Zaradi prilagajanja metabolnega fenotipa se faze razvoja raka kažejo tudi v 
spremenjenim razmerjem izooblik encimov (slika 7). HIF1a, faktor-1α, ki ga povzroča hipoksija; VEGF, rastni faktor 
vaskularnega endotelija. 
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2.2 METABOLIZEM PRI RAKASTIH CELICAH 
Glikoliza je pri sesalskih celicah ključna metabolna pot za presnovo glukoze. Metaboliti te 
poti niso le ključni vir energije za celico, temveč tudi pomembni začetniki za gradnjo 
ostalih celičnih struktur. Poznavanje te metabolne poti je izjemno pomembno, zlasti ko 
govorimo o lastnostih rakastih celic, ki so znane po pospešenem metabolizmu. Takšen 
metabolizem je znan kot Warburgov efekt, njegova značilnost pa je pospešena glikoliza. 
To se kaže z visoko porabo glukoze in pretvorbo večine glukoze v laktat. Slednji je 
posledica vzdrževanja redoks potenciala v celici prek reoksidacije glikolitičnega NADH v 
NAD+, ki poteče ob redukciji piruvata v laktat (DeBerardinis in sod., 2008). Zelo 
pomembna pa je tudi sama preskrba metabolnih poti s ključnimi prekurzorji - številni med 
njimi izvirajo iz glikolize, in so nujno potrebni za izgradnjo makromolekul (Ganapathy-
Kanniappan in Geschwind, 2013). 
Glukozni transporter prenese glukozo v celico, kjer potuje do izomere heksokinaze (HK2), 
ki je vezana na mitohondrijsko membrano. Ta izooblika je značilna za hitro deleče celice 
(kar so tudi rakaste). Tu se pretvori v glukozo-6-fosfat. Glukoza-6-fosfat se prek izomeraze 
pretvori v fruktozo-6-fosfat (F-6-F), ki ga fosfofruktokinaza-1 (PFK-1)dodatno fosforilira. 
Ker je ena od ključnih regulatornih točk glikolize, PFK1, posttranslacijsko spremenjena, je 
glikoliza v rakastih celicah deregulirana. Za dodatno karakteristiko Warburgovega efekta 
poskrbi sprememba v izražanju izoencima piruvat kinaze (PKM). Pri raku in ostalih hitro 
delečih tkivih je izražena izomera PKM2, ki je delni razlog za preusmeritev metabolitov v 
druge metabolne poti (metaboliti glikolize se tako porabijo za sintezo aminokislin, 
nukleotidov, signalnih molekul ipd.). Zaradi visokega pretoka glikolize se v celici zmanjša 
redoks potencial, kar se kaže v povišani koncentraciji NADH. Celica zaradi hitrega pretoka 
glikolize in potrebe po ohranjanju redoks potenciala znotraj celice veliko večino piruvata 
reducira v laktat: ob pretvorbi se NADH reoksidira v NAD+, s čimer se ohrani redoks 
potencial in omogoči nov krog glikolize, medtem ko laktat celica izloči. Kislost laktata 
povzroči padec ekstracelularnega pH (na 6,5), kar močno moti odziv imunskega sistema 
(Vander Heiden in sod., 2009; Lunt in Vander Heiden, 2011; Al-Husari in Webb, 2013).  
Ker se večina piruvata pretvori v laktat, le manjši del piruvata potuje v mitohondrije. Zato 
se cikel citronske kisline (CCK) v rakastih celicah napaja prek glutamina, ki je 
koncentracijsko najbolj zastopana aminokislina (AK) v človeškem telesu. Glutamin vstopi 
v mitohondrije, ko ga encim glutaminaza reducira v glutamat. Ta služi kot pomemben 
anaplerozni substrat prekurzorjev za tvorbo intermediatov CCK in vzdrževanja 
mitohondrijskega NADH. Ta omogoča nemoten krog CCK in s tem vzdržuje respiracijo 
celice. Metaboliti CCK so pogosto uporabljeni v anabolnih reakcijah, pri tem pa ne smemo 
zanemariti vloge CCK pri preskrbi celic z ATP kljub pospešeni glikolizi, ki je običajno 
prisotna v rakastih celicah (Vander Heiden in sod., 2009). 
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Slika 2: Shema centralnega celičnega metabolizma pri raku (Vander Heiden in sod., 2009).  
2.2.1 Warburgov efekt 
Otto Warburg je že v 20-tih letih prejšnjega stoletja odkril, da imajo rakaste celice 
zmanjšano respiracijo in hkrati proizvajajo veliko količino laktata, tudi v primeru, ko je na 
voljo dovolj kisika za popolno oksidacijo glukoze. To je vodilo do sklepa, da se rakaste 
celice za oskrbo z ATP zanašajo na glikolizo, kar jim kljub zmanjšanem donosu omogoča 
mnogo hitrejšo rast. Ta pojav aerobne glikolize je dandanes znan kot Warburgov efekt. 
Tega pojava ne smemo zamenjevati s Crabtree efektom, kjer se ob povečani količini 
glukoze nastanek metabolitov glikolize začasno močno pospeši, medtem ko je tok v 
oksidativno fosforilacijo močno zmanjša. Čeprav sta si podobna, je Warburgov efekt trajna 
sprememba v celicah in ostaja v efektu ne glede na količino glukoze v okolici celice, 
medtem ko je Crabtree efekt hiter in kratkotrajen odziv na izjemno povišane koncentracije 
glukoze v okolici celice in je pogosteje omenjen v zvezi z bakterijskimi kulturami in 
kvasovkami. Novejše raziskave kažejo na večjo prilagodljivost metabolizma v rakastih 
celicah in celo namigujejo na medsebojno sodelovanje različnih tipov rakastih celic: tistih, 
ki se popolnoma zanašajo na glikolizo kot vir ATP in rakastih celic, ki za svojo preskrbo z 
ATP skrbijo z oksidativno fosforilacijo (Diaz-Ruiz in sod., 2011).  
Warburgov efekt pa se ne pojavlja le v rakastih celicah, temveč nasploh v vseh hitro 
delečih se celicah, kamor uvrščamo tudi embrionalne in hitro rastoče netumorigene celice  
- te so značilne zlasti za endotelije (Christofk in sod., 2008; Agathocleous in Harris, 2013). 
Ta sprememba v metabolizmu je nujno potrebna za presnovo hranil, ki omogočajo celicam 
preskrbo z energijo, in njihovo uporabo v anabolnih procesih (Christofk in sod., 2008). Zu 
in Guppy sta povzela rezultate več raziskovalnih skupin, ki so v različnih vrstah celic 
merile produkcijo laktata in oksidativnega ATP, ter določile delež ATP, pridobljen prek 
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glikolize. Rezultati so pokazali, da imajo tudi netumorigene celice lahko močan 
Warburgov efekt, kar je najbolje razvidno iz primera podganjih timocitiov 
(nediferenciiranih limfocitov T). V fazi mirovanja je njihova produkcija oksidativnega 
ATP znašala 957 mmol/h/1010 celic, produkcija laktata 40 mmol/h/1010 celic, delež 
glikolitičnega ATP pa je znašal le 4%.  V proliferativni fazi pa je njihova produkcija 
oksidativnega ATP znašala 880 mmol/h/1010 celic, produkcija laktata pa je narasla na 1363 
mmol/h/1010 celic, prav tako se je močno povečal delež glikolitičnega ATP, ki je dosegel  
41% (Zu in Guppy, 2004). 
2.2.2 Primerjava metabolizma rakastih in normalnih celic 
Metabolizem rakastih celic se zelo razlikuje od metabolizma normalnih celic. Številne 
signalne poti so deregulirane, kar se odraža tudi v spremenjenih metabolnih poteh: te so 
pogosto stalno aktivirane, imajo spremenjeno razmerje in regulacijo encimov ter ponekod 
tudi spremenjeno izražanje izooblik encimov. Posledično so tudi potrebe rakastih celic 
drugačne: čeprav se glikoliza še vedno napaja z glukozo in je v primeru rakastih celic 
izjemno pospešena, se večina piruvata (končnega metabolita glikolize) pretvori v laktat, 
namesto da bi se po običajni poti vključil v CCK (Akkerman in sod., 1974; Gomez in sod., 
2013). Ta se običajno napaja s pomočjo glutaminolize, zaradi česar so rakaste celice 
močno odvisne od glutamina. Podobno v številnih metabolnih poteh končajo tudi vmesni 
metaboliti glikolize, kar rakastim celicam omogoča stalen vir gradnikov za rast in 
izgradnjo novih celic (Pavlova in Thompson, 2016). 
Naslednja ključna karakteristika rakastih celic je konstitutivno aktivna PI3K/AKT signalna 
pot, ki rakastim celicam omogoča podvojevanje kljub odsotnostim rastnih faktorjev. 
Normalne celice namreč za sprožitev podvojevanja potrebujejo zunanji signal v obliki 
rastnih faktorjev. Rakaste celice to regulacijo zaobšle z mutacijami v PI3K/AKT/mTOR 
signalni poti, tako da njihovo pomnoževanje poteka kljub odsotnosti rastnih faktorjev 
(Hanahan in Weinberg, 2011).  
2.2.2.1 Spremembe pri PI3K/AKT/mTOR poti 
Metabolne značilnosti raka so v veliki meri povezane z napakami v genih ki kodirajo 
pomembne transkripcijske faktorje in prenašalce metabolitov. Do sedaj so se za ključne 
izkazale kinaze PI3K (fosfatidil-inozitol-3-kinaza), AKT (serin-treoninska kinaza) in 
TIGAR (p53-tumor-supresorski protein), ter transkripcijska faktorja c-Myc in HIF-1α 
(hipoksija-inducirani faktor 1α). Številne raziskave na tem področju razkrivajo zapleten 
preplet signalnih faktorjev, ki skrbijo za delovanje celičnega metabolizma. Pri tem je 
mTOR (mehanistična tarča rapamicina) pomembno stičišče med signalizacijo za nadzor 
nutrientov in signali za povečano ekspresijo genov, udeleženih v centralnem celičnem 
metabolizmu (Cerella in sod., 2015).  
Omenjeno signalno pot v zdravih celicah običajno aktivira prisotnost rastnih faktorjev. Ti 
aktivirajo membranske receptorje, med njimi tudi družino tirozin-kinaznih receptorjev 
Aktivirane tirozin-kinaze signal pošljejo različnim proteinskim kompleksom, med njimi 
tudi PI3K. Njegova naloga je večkratna fosforilacija lipidnega fosfatidil-inozitola. 
Fosfatidil-inozitol-3,4,5-trifosfat (PI-(3,4,5)P3) služi kot signalna molekula, ki prenese 
signal z membrane v citoplazmo, saj aktivira proteine s plekstrin-homologno domeno (PH 
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domeno), kamor sodita tudi AKT in PDK-1 (fosfatidil-inozitol odvisna protein kinaza 1). 
PTEN (fosfatazni in tensin homolog) je regulator fosforilacije, saj lahko signal prekine z 
defosforilacijo PI-(3,4,5)P3 v PI-(3,4,)P2, in z odstranitvijo signalne molekule ustavi 
fosforilacijsko kaskado že v začetnih fazah, kot je razvidno s slike 3 (Fumarola in sod., 
2014; Chang in sod., 2015; Hubbard in sod., 2014). Pri različnih vrstah raka je pogosto 
opažena hiper-aktivacija PI3K in/ali AKT, kar vodi v konstitutivno aktivacijo mTOR 
signalnih poti. Do iste posledice pripelje tudi izguba negativnega supresorja PI3K: PTEN 
zaradi izgube gena ali izgube aktivnosti zaradi mutacije. Poleg PTEN so tudi mehanizmi 
inhibicije mTOR prek p53-AMPK-TSC2 signalne poti pri rakastih celicah pogosto 
deregulirani, kar je še dodaten razlog za intenzivne spremembe v rakastih celicah (Cerella 
in sod., 2015; Xu in sod., 2014; Chang in sod., 2015).  
  
Slika 3: Prikaz PI3K/AKT/mTOR signalne poti (Heavey in sod., 2014). Fosforiliran AKT prek GSK aktivira TSC 
(tuberus sklerozni kompleks, sestavljen iz dveh podenot TSC1 in TSC2). Fosforilacija TSC2 povzroči deaktivacijo 
kompleksa, kar aktivira Rheb (Ras homolog), ta pa s fosforilacijo nadalje aktivira mTOR kompleks (Hay in Sonenberg, 
2004; Houédé in Pourquier, 2015; Hubbard in sod., 2014). 
AKT, znan tudi kot protein kinaza B, se aktivira šele po dvakratni fosforilaciji. Za prvo 
poskrbi PDK-1, do sekundarne fosforilacije pa pride ob interakciji z mTORC2. AKT, 
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zaradi fosforilacije ujet v aktivni konformaciji, se sprosti v citoplazmo in potuje do jedra, 
kjer sproži nadaljnje reakcije (aktivacijo FOXO transkripcijskih faktorjev, BAD,...) 
(Fumarola in sod., 2014; Chang in sod., 2015; Gao in sod., 2005).  
mTOR spada v družino serin/treonin kinaz in je centralni regulator pomembnih celičnih 
funkcij, zlasti metabolizma, rasti in proliferacije. Loči se na dva proteina: mTORC1 in 
mTORC2. Prvi je zadolžen za pozitivno regulacijo anabolnih procesov, kot so 
transkripcija, sinteza proteinov, nukleotidov in maščobnih kislin, biogeneza ribosomov in 
vnos hranil v celico. Izomera mTORC2 pa skrbi za fosforilacijo proteinov v različnih 
signalnih kaskadah (Xu in sod., 2014; Albert in Hall, 2015; Hubbard in sod., 2014). Zaradi 
vplivov na energijski metabolizem kot posledico notranjih in zunanjih signalov je ključni 
regulator, ki omogoči prilagajanje metabolizma celice njenemu zunanjemu okolju. V 
sesalskih celicah njegovo aktivnost regulirajo koncentracije AK in glukoze. Deregulacije 
mTOR signalnih poti so med najpogosteje opaženimi spremembami v rakastih celicah (Xu 
in sod., 2014; Albert in Hall, 2015; Jung in sod., 2010).  
2.2.2.2 c-Myc in HIF-1α transkripcijski faktorji 
C-Myc spada v družino proto-onkoproteinov (skupaj z N-Myc in L-Myc), ki služijo kot 
transkripcijski faktorji. Tanskripcijo aktivirajo bodisi z direktim prepisom genoma, ki 
aktivira transkripcijo, bodisi prek interakcije z drugimi partnerji (npr. interakcija C Myc z 
RNA, aktivacija drugih transkripcijskih faktorjev, zaviranje inhibitorjev...). Glavne tarče 
pod nadzorom c-Myc so geni, ki kodirajo proteine, vpletene v regulacijo celičnega cikla, 
rasti celic, metabolizma, nadzora mitohondrijev, produkcije ribosomov in sinteze 
proteinov. Zaradi ključne vloge svojih tarč pri akumulaciji biomase ni presenetljivo, da je 
ta onkogen pogosto dereguliran v rakastih celicah, kar se kaže s povečanim izražanjem 
glikolitičnih encimov. Najpogostejše deregulacije vključujejo povečanje kopij genov, 
kromosomske translokacije in izgubo nadzornih represorjev (proteinov, ko nadzirajo prepis 
gena). Povečano izražanje Myc se običajno kaže v pospešeni glikolizi, glutaminolizi  (in 
posledični višji porabi glukoze in glutamina) in povečanem obsegu sinteze nukleotidov in 
maščobnih kislin. To celicam močno olajša pospešeno delitev, so pa zaradi hitrega 
metabolizma celice z visoko stopnjo Myc močno odvisne od nutrientov. (Wahlström in 
Arsenian Henriksson, 2015; Bretones in sod., 2015; Hsieh in sod., 2015).  
Povečano izražanje transkripcijskega kompleksa HIF-1α je največkrat posledica povečane 
koncentracije prostih kisikovih radikalov (ROS) ali pa odziv na signalizacijo s strani 
onkogenov kot so mTOR, c-Myc in RAS (ali celo kombinacije teh dejavnikov). HIF-1α 
spodbuja pojav aerobne glikolize in sintezo lipidov, ki se napaja z glutaminolizo (Qiu in 
Simon, 2015). Ker HIF-1α inducira ekspresijo glukoznih transporterjev (Glut1 in Glut3) in 
glikolitičnih encimov, zlasti heksokinaze (HK1 in HK2), fosfogliceratkinazo-1 in laktat 
dehidrogenazo A, je pomemben faktor indukcije aerobne glikolize. Poleg tega fosforilira 
piruvat dehidrogenazo in s tem inhibira tvorbo acetil-koencima A. Njegova vloga pa 
vključuje tudi regulacijo elektronskih prenašalcev prek mikroRNA-210, skupaj s c-Myc 
spodbuja tvorbo lipidov in trigliceridov ter (v nasprotju z mTOR) inhibira biogenezo 
mitohondrijev (Lv in sod., 2017). C-Myc v kooperaciji s HIF-1α stimulira ekspresijo 
piruvat dehidrogenaze (PDK1) in HK2, kar spodbuja nastanek Warburgovega efekta (Luo 
in Semenza, 2012). 
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2.2.2.3 Bistvene spremembe pri heksokinazi in piruvat kinazi 
Pri različnih vrstah raka so bile pogosto opažene spremembe v heksokinazi in piruvat 
kinazi: v obeh primerih so detektirali različne izooblik. Heksokinaza s fosforilacijo 
glukozo pripravi na vstop v različne metabolne poti. Obstaja v štirih izooblikah, pri čemer 
imata HK-1 in HK-2 bistveno višjo afiniteto za glukozo kot HK-3 in HK-4. Razmerje 
prevladujoče izooblike je odvisno od vrste opazovanega tkiva, v rakastih celicah pa je 
pogosta povišana ekspresija HK-1 (pribl. 2-krat višja) in izjemno pretirana ekspresija HK-2 
(do 21-krat višja) (Sanders in Diehl, 2015). HK 1-3 imajo precej visoko afiniteto za 
substrat, pri čemer ima HK-2 potencial za večji pretok glukoze zaradi svojega fenotipa, ki 
vključuje dve katalitični domeni. Zato ni presenetljivo, da je HK-2 preferenčno izražena 
zlasti v agresivnih tipih raka (Mathupala in sod., 2009). 
Tudi piruvat kinaza (PKM) obstaja v več izooblikah. Najpogostejša je PKM1, ki ima 
visoko afiniteto za substrat in ni alosterično regulirana. Dve izoobliki sta izrazito tkivno 
specifični, PKM2 pa je pogosto izražena v delečih se celicah (v običajnih celicah med 
proliferacijo, v embrionalnih in matičnih celicah). Vsi izoencimi PK so tetrameri; le PKM2 
se pojavlja tudi v dimerni obliki. Disociacija PKM2 je reverzibilna: ob vezavi fruktoze-1,6-
bisfosfosfata  (F-1,6-BP) se ponovno tvorijo tetrameri, ki razpadejo nazaj na dimere ko se 
le-ta odcepi (Diaz-Ruiz in sod., 2011; Sanders in Diehl, 2015; Gupta in Bamezai, 2010). 
Zato ni presenetljivo, da je PKM2 močno izražena v hitro delečih rakastih celicah, kjer 
nadomesti druge izooblike. Pri tem veliko vlogo igra neposredna interakcija PKM2 s 
številnimi onkogeni (Diaz-Ruiz in sod., 2011; Sanders in Diehl, 2015).  
PKM2 v svoji dimerni obliki deluje tudi kot proteinska kinaza, ki je aktivno vključena v 
regulacijo transkripcije genov (Yang in sod., 2012; Gao in sod., 2012). Fosforilacija PKM2 
poveča občutljivost za SAICAR (intermediat pentoza-fosfatne poti), kar spodbuja nastanek 
SAICAR-PKM2 kompleksa. To poveča občutljivost na glukozo in pospeši pretok, vendar 
se njegova koncentracija poveča šele ob drastičnem zmanjšanju koncentracije  fruktoze-
2,6-bisfosfata (F-2,6-BP). Služi kot »stabilizator« ravni metabolitov in poveča možnosti 
preživetja ob pomanjkanju glukoze (Keller in sod., 2012). Ta kompleks služi kot kinaza in 
fosforilira številne proteine, s fosfoenolpiruvatom (PEP) kot donorjem fosforja. S 
fosforilacijo histona H3 in s tem aktivacija c-Myc in HIF-1α pomembno vpliva ne samo na 
aktivacijo transkripcijskih faktorjev, temveč tudi delno regulira številne znane onkogene in 
rastne faktorje (Keller in sod., 2014; Gao in sod., 2012; Yang in sod., 2012). Up-regulacija 
c-Myc sproži »feed-forward« zanko, saj c-Myc uravnava prepis glikolitičnih encimov, med 
katerimi je tudi PKM2. Številne tarče (in posledice) te aktivnosti se še vedno raziskujejo 
(Iqbal in sod., 2014; Dong in sod., 2015).  
2.2.2.4 Spremembe heksokinaze in piruvat kinaze ne omogočajo deregulacije glikolize 
Le manjši del HK se nahaja v citosolu, prispevek k metabolnemu pretoku pa je 
zanemarljiv. Večina HK 2 se nahaja na zunanji steni mitohondrijev, zato lahko prva 
dostopa do ATP, nastalega z oksidativno fosforilacijo, kar ji omogoča konstantno 
delovanje. Omogoča pa ji tudi izogib regulaciji prek povratne zanke z lastnim produktom, 
saj vezava na membrano močno zmanjša afiniteto za glukoza-6-fosfat. To upočasni hitrost 
glikolize. Je pa tudi smiselna razlaga za povečano produkcijo laktata, vendar je ne smemo 
posplošiti na vse tumorje (Diaz-Ruiz in sod., 2011; Pedersen, 2008). Vezava HK2 na 
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membrano prepreči sprostitev citokroma C v citosol in s tem tudi apoptozo rakastih celic 
(Tarrado-Castellarnau in sod., 2016; Granchi in Minutolo, 2012). Po drugi strani pa naj bi 
vezava s posredovanjem AKT bila vzrok za zmanjšano mitohondrijsko aktivnost zaradi 
posledičnega zmanjšanja elektronskega potenciala mitohondrijske membrane. To kaže tudi 
na aktivno komunikacijo HK2 z AKT in mTOR (Albert in Hall, 2015).   
Acetilacija PKM2 dimera (na mestu K433) povzroči, da je dimer nedovzeten za alosterični 
aktivator F-2,6-BP. Šele ko njegova koncentracija preseže 20 µM, je kompetenca 
fosforiliranim proteinom za vezavna mesta dovolj močna, da tok glikolize teče nemoteno 
(Christofk in sod., 2008). Iz trenutnih podatkov je jasno razvidno, da zadostne 
koncentracije F-1,6-BP omogočijo nemoteno delovanje PKM2 in s tem omogočijo 
nemoten tok glikolize. 
2.2.3 Povečano izražanje glikolitičnih encimov ne pospeši glikolitičnega pretoka 
Iz opravljenih raziskav na E. coli in S. cerevisiae je razvidno, da samo povečanje izražanja 
glikolitičnih encimov ne pospeši glikolitičnega pretoka (Andrejc in sod., 2017; Šmerc in 
sod., 2011), ampak so potrebne alosterične spremembe regulacije ključnih encimov 
glikolize. Encimi so (tako kot v normalnih celicah) povratno regulirani po običajnih poteh 
prek koncentracij regulatornih metabolitov. Razmerja med koncentracijami metabolitov 
med normalnimi in rakastimi celicami se po tej logiki ne bi pretirano razlikovala, saj bi 
povečanje koncentracije povzročilo inhibicijo encimov po standardnih regulatornih poteh 
(Ferreira, 2010). Zaradi tega lahko sklepamo, da je povečana hitrost metabolnega pretoka 
posledica ne samo sprememb pri izražanju prevladujočih izoencimov (ki so regulirani 
drugače oz. se drugače odzivajo na  spremembe v koncentracijah metabolitov), ampak tudi 
sodelovanja različnih signalizacij, ki deregulirajo delovanje običajno prisotnih encimov. 
Pri tem ne smemo povsem zanemariti možnosti posttranslacijskih modifikacij, ki prav tako 
lahko pomembno vplivajo na spremembe v metabolizmu. Poskusi modifikacij izoencimov 
na kvasovkah potrjujejo velike spremembe v količinah posameznih metabolitov, ki so 
posledica posttranslacijskih modifikacij izoencimov (Andrejc in sod., 2017). 
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2.3 LASTNOSTI FOSFOFRUKTO-1-KINAZE 
2.3.1 Vloga fosfofrukto-1-kinaze 
  
Slika 4: Pretvorba F-6-F v F-1,6-BP (Alfarouk in sod., 2014) 
Namen PFK je katalizirati fosforilacijo fruktoze-6-fosfata (F-6-F) v fruktozo-1,6-bisfosfat 
(F-1,6-BP), pri čemer se tekom reakcije ATP defosforilira v ADP. To je ključni korak, ki 
glukozo nepovratno usmeri v glikolizo,  sej se v nasprotnem primeru F-6-F še vedno lahko 
vključi v pentoza-fosfatno pot. Zaradi svoje vloge v regulaciji glikolize in občutljivosti na 
citrat, ki je produkt CCK, PFK regulira pretok skozi obe metabolni poti (DeBerardinis in 
sod., 2008; Akkerman in sod., 1974; Yi in sod., 2012).  
2.3.2 Značilnosti fosfofrukto-1-kinaze  
Analize sekvenc so odkrile, da se je eukariontski PFK razvil kot posledica podvojevanja in 
tandemske fuzije genov prokariontskega prednika. Posledično so eukariontski PFK dvakrat 
večji od prokariontskih (velikost prokariontskega PFK je približno 35-40 kDa, 
eukariontskega PFK pa okrog 80 kDa). Nanje vpliva tudi večje število aktivatorjev kot na 
njihove prokariontske ekvivalente. Sumimo, da so se številna dodatna alosterična vezavna 
mesta, ki so sedaj izključno regulatorna, razvila z genskimi modifikacijami. Potreba po 
natančnejši regulaciji PFK je najverjetneje posledica evolucije v večcelične organizme 
(Poorman in sod., 1984; Usenik in Legiša, 2010; Andrejc in sod., 2017). 
Eukariontski PFK (EC 2.7.1.11) je tetramerni encim, ki se v tkivih glede na okoliščine 
pojavljajo v mono- in heterotetramerni obliki (Dunaway in sod., 1988). Monomer 
humanega PFK je 85 kDa protein, ki glede na izoobliko vsebuje 780 ali 784 AK ostankov 
in je pogosto vezan na mitohondrijsko membrano ali na elemente citoskeleta (Suarez in 
sod., 1997; Hasawi in sod., 2014). Kofaktorja, nujna za delovanje encima sta Mg2+ in 
ATP, z defosforiliracijo ATP v ADP tekom reakcije (Hasawi in sod., 2014; Alfarouk in 
sod., 2014). Kot večina encimov glikolize je močno občutljiv na spremembe pH, ki lahko 
pomembno vplivajo na aktivnost encima (Alfarouk in sod., 2014).  
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Slika 5: Slike tetramerov PFK  a) slika oktamerov PFK posneta s transmisijskim elektronskim mikroskopom. Desno je 
slika tetramera Merilo na levi predstavlja 50 nm. b) katalitično mesto na proteinu je označeno s  puščico in črko c, s 
puščico t pa je označeno mesto spoja med dvema dimeroma. c) protein s slike b, obrnjen za 90° (Webb in sod., 2015).. 
Aktivno mesto za ATP in F-6-F se nahaja na prehodu med dvema podenotama na N-
terminalnem delu proteina. Veliko alosteričnih mest se nahaja na C-terminalnem delu, kar 
omogoča natančnejše uravnavanje in boljši nadzor nad metabolnimi potmi (Usenik in 
Legiša, 2010). Citrat kot inhibitor mora vstopiti v centralni del proteina in se tam vezati na 
aktivna mesta, ki se nahajajo tako na N- kot na C-terminalnem delu. To povzroči 
konformacijske spremembe aktivnega mesta za F-6-F in s tem deaktivacijo encima (Webb 
in sod., 2016; Ferreras in sod., 2009; Usenik in Legiša, 2010). 
 
 
Slika 6: Razporeditev podenot in lokacija vezavnih mest. Levo: Vezavna mesta se nahajajo v večjem delu na eni 
podenoti, le manjši del na drugi. Kljub temu regulacija aktivnosti v odsotnosti drugega dela ni mogoča zaradi 
manjkajočih rekcij v kaskadi alosteričnih sprememb (Ferreras in sod., 2009). Desno: Shema lokacij vezavnih mest na 
tetrameru PFK (Kemp in Gunasekera, 2002). 
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2.3.3 Izooblike fosfofrukto-1-kinaze   
PFK v človeškem telesu se nahaja v treh različnih izooblikah. Večina sesalskih tkiv 
vsebuje vse tri izooblike: mišični (PFK-M), jetrni (PFK-L) in trobocitni tip (PFK-P, znan 
tudi kot PFK-C). Geni zanje se nahajajo na različnih kromosomih (kromosom 1, 21 in 10). 
Vrsta in količina posameznega izoencima je odvisna od opazovanega tkiva; pogosto 
prevladuje ena izooblika, medtem ko so druge prisotne v manjših koncentracijah. Izjema so 
le mišične celice, kjer je prisotna le monotetramerna PFK-M oblika (Dunaway in sod., 
1988; Gomez in sod., 2013).  
 
Zaradi razlik v zaporedju AK kljub enaki funkciji, se izooblike medsebojno razlikujejo po 
afiniteti do substrata in se različno odzivajo na pospeševalce in inhibitorje (kot sta npr. F-
2,6-BP in ATP) (Dunaway in sod., 1988; Hasawi in sod., 2014). PFK-M  ima najvišjo 
afiniteto za F-6-F in je v odsotnosti F-2,6-BP izmed treh najmanj občutljiv na povratno 
inhibicijo z ATP. V primerjavi z njim so lastnost PFK-L malce slabše, a še vedno 
primerljive s PFK-M. Medtem ima PFK-P najnižji odziv na F-6-F in F-2,6-BP in je v 
odsotnosti F-2,6-BP najbolj dovzeten za inhibicijo z ATP, vendar ima zelo visoko afiniteto 
za kompleks ATP-Mg2+ (Dunaway in sod., 1988; Webb in sod., 2015). Takšne razlike v 
odzivu na identične molekule so posledica spremenjenega zaporedja AK, kar je vplivalo na 
konformacijo alosteričnih sprememb in s tem na sam odziv encima (Martínez-Costa in 
sod., 2007). Je pa tudi eden od pomembnih razlogov za spremenjeno razmerje med 
koncentracijami izoencimov v rakastih celicah.  
2.3.4 Pojavnost različnih izooblik fosfofrukto-1-kinaze med razvojem raka 
Številni raziskovalci so odkrili, da razmerje med koncentracijami izoencimov vplivajo na 
učinkovitost glikolitičnega metabolizma rakastih celic in s tem na »agresivnost« raka. 
Tumorigene in zlasti metastatske oblike raka so imele močno povečane koncentracije PFK-
P in PFK-L (odvisno od stadija in tipa raka) in skoraj neznatne koncentracije PFK-M v 
primerjavi z netumorigenimi celicami (Banaszak in sod., 2011; Sola-Penna in sod., 2010; 
Hasawi in sod., 2014; Wang in sod., 2016, 2013). Razlog za to je konstitutivna aktivacija 
HIF-1α, ki nadzira izražanje genov za ti dve izoobliki, vendar na ekspresijo izooblik 
vplivajo tudi drugi dejavniki (Sanders in Diehl, 2015). Alosterične oblike teh dveh 
encimov se manj efektivno odzivajo na inhibitorje (citrat in ATP), vendar se močno 
aktivirajo že ob nizkih koncentracijah F-2,6-BP (Diaz-Ruiz in sod., 2011). V primeru 
blokade prevladujoče izooblike PFK pride do sesutja številnih metabolnih poti v rakastih 
celicah, kar povzroči upočasnjeno rast tumorja in v končni fazi apoptozo celic (Wang in 
sod., 2016). 
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Slika 7: Razmerja med izooblikami PFK tekom razvoja raka (Zancan in sod., 2010). S prilagoditvijo metabolnega 
fenotipa se spremenijo razmerja med izooblikami PFK. Preferenčno izraženi PFK-L se pogosto pojavi v obliki kratkih 
fragmentov. Celične linije MCF10A, MCF-7 in MDA-mb-231 imajo lastnosti različnih faz v razvoju rakastega obolenja. 
2.4 REGULACIJA FOSFOFRUKTO-1-KINAZE 
Na samo delovanje encima  PFK vpliva veliko število metabolitov. Znano je, da aktivnost 
PFK povečajo F-2,6-BP, NH4
+ in AMP, inhibirajo pa ga povečane koncentracije citrata, 
ATP in N-acetilglukozamin (Funato in sod., 2013; Marín-Hernández in sod., 2006; Usenik 
in Legiša, 2010). PFK je tako eden od redkih encimov, ki jih inhibira lasten substrat: pri 
koncentracij 1 mM ATP se encim aktivira, višje koncentracije pa njegovo delovanje 
zavirajo. To je posledica dveh vezavnih mest za ATP, eno od njiju je alosterično in drugo 
katalitično (Hasawi in sod., 2014). Akumulacija citrata služi kot negativna povratna zanka 
za PFK, saj se vanj pretvori večina piruvata, ki  vstopi v CCK. Po drugi strani pa na 
delovanje PFK negativno vpliva tudi akumulacija laktata v primeru anaerobne glikolize, 
čeprav v manjši meri v primerjavi s citratom (Costa Leite in sod., 2007; Hasawi in sod., 
2014).  
 
Raziskave kažejo, da na regulacijo PFK vplivajo tudi zunajcelični dejavniki, npr. hormoni 
kot so inzulin, serotonin in adrenalin. Ti spodbudijo pretok glukoze s fosforilacijo PFK 
prek različnih kinaz. V primeru serotonina se fosforilirajo tirozinski AK ostanki, v primeru 
inzulina pa serinski ostanki. Presenetljivo inzulin pri eritrocitih sproži fosforilacijo 
membranskih proteinov, kar vodi v odstop PFK od membrane in aktivacijo encima 
(Hasawi in sod., 2014; Zancan in Sola-Penna, 2005a). Preplet delovanja številnih molekul, 
ki vplivajo na aktivnost PFK, ponuja veliko možnosti za prihodnje raziskave, saj nekatere 
delujejo sinergistično, v drugih primerih pa celica najde način, kako zaobiti omejitve, ki jih 
predstavlja prisotnost teh molekul (Zancan in Sola-Penna, 2005a). Kot primer lahko 
navedemo raziskave, ki kažejo da rakaste celice poskrbijo za delovanje PFK z visokimi 
koncentracijami F-2,6-BP, saj indukcija proteina k aktivnosti prevlada nad inhibicijo zaradi 
citrata in laktata, poleg tega F-2,6-BP služi kot močan antagonist ATP (Marín-Hernández 
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2.4.1 Posttranslacijske modifikacije fosfofrukto-1-kinaze 
Posttranslacijske modifikacije lahko igrajo ključno vlogo v spremembi regulacije, afinitete 
in /ali aktivnosti encima. Trenutne raziskave so pokazale, da lahko vodijo v  motnje v 
aktivaciji encima ali pa v povečano  produkcijo metabolitov, po čemer lahko sklepamo na 
pospešen metabolni pretok glikolize. Podrobnejše analize lahko pokažejo, do katerih 
posttranslacijskih modifikacij je prišlo v specifičnem primeru, vendar pogosto niso 
omejene le na eno. Običajno vodijo v izgubo določenih delov encima - lahko se izgubi del 
regulatornega ali aktivnega mesta, ali pa zaradi izgube AK pride do napačnega zvijanja 
proteina. Posledično se encim ne more aktivirati prek pričakovanih signalnih poti, postane 
neaktiven, ali pa neodziven na povratno regulacijo. Prav tako lahko vpliva na stabilnost in 
s tem obstojnost encima v celici (Šmerc in sod., 2011). 
Primer tega bi lahko bil kratek, 45-47 kDa fragment PFK-M, ki so ga Šmerc in sodelavci 
odkrili v tumorigenih celicah. Ugotovili so, da pripada N-terminalnemu delu PFK1. 
Fragment obdrži encimsko aktivnost pri pretvorbi F-6-F in ima ob prisotnosti 
pospeševalcev (F-2,6-BP) celo višjo raven aktivnosti (Vmax) kot nativni encim, saj se 
vezavno mesto zanje nahaja na N-terminalnem delu. Ker pa  zaradi odsotnosti C-
terminalnega dela izgubi alosterično mesto za citrat, je neodziven na inhibicijo s citratom 
in ATP. To močno pospeši metabolni tok pri glikolizi, kar pripomore k nastanku 
Warburgovega efekta (Ferreras in sod., 2009; Šmerc in sod., 2011).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Preglednica 1: Seznam kemikalij in reagentov 
Kemikalija ali reagent Proizvajalec, kataloš.št. 
96, 6 % Etanol ECP, d.o.o. 
DMEM W/GLUTAMAX-I PYR,5G/L,GLU 500ML Gibco 31966-021 
RPMI-1640 Glutamax Gibco  61870-044 
FBS HEAT INACT. S.AMERICAN(CE) 500ML PET Gibco  10500-064 
Complete Mini protease inhibitor cocktail Roche 04693124001 
Trypsin-EDTA solution (1x) Sigma T3924 
Tripan Blue Life Technologies 
PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Lot:00036845 
Akrilamid Sigma 
EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid) Sigma 
TEMED (N,N,N,N-tetramethyl ethylenediamine) Sigma 
TRIS Sigma, Fluka 
APS (ammonium persulfate) Sigma 
SDS (sodium dodecyl sulphate) Calbiochem, CIL 
Klorovodikova kislina (HCl) 32% Merck 
IBLOCK Sigma 
Izopropanol Sigma 
Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent GE Healtcare 
SuperSignal™ West Femto  Thermo Scientific 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Thermo Scientific 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih pufrov 
Uporabljeni pufri Vsebina 
10x PBS 100g NaCl, 2,5g KCl, 14,4 g Na2KHPO4, 2,5g KH2 PO4, Mili Q do 1l, 
pH uravnamo na 7,4 
RIPA 50mM TRIS, pH 7,5; 150 mM NaCl, 1% TRITON; 0,1% SDS,1% 
DOC, 1 tabletka CPI proteaznega inhibitorja 
Pufer za spiranje 10% PBS, 1% Tween 20, MiliQ voda 
IBLOCK pufer Pufru za spiranje dodamo IBLOCK (0,2 g /100ml) in segrevamo na 60-
65°C, dokler se popolnoma ne raztopi 
Pufer za prenos (Western blot) 25 mM TRIS, pH 8,3, 192 mM glicin, 20% metanol 
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Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Centrifuga UNIVERZAL 320R Hettich 
The Countess™ Automated Cell Counter Invitrogen 
Pipetman Gilson Gilson, Inc 
Pipetman accu-jet® pro BrandTech Scientific, Inc 
Pipeta Eppendorf Research® Plus Eppendorf 
Pipeta (10 µl, 100 µl, 1 ml in 5 ml) Eppendorf 
Inkubator Series C | CO₂ incubators with hot air sterilization BINDER GmbH 
Laminarij Iskra Pro M18 Iskra Pro Kranj 
Centrifuge 5430 R Eppendorf 
Termoblock ThermoStat C Eppendorf 
Mala centrifuga Mini SpinTM Eppendorf 
Naprava za elektroforezo Power Pac HV Bio Rad 
Varilnik za vrečke  Gorenje 
Stresalnik Vibromix 314 EVT Tehtnica 
Komora za fotografiranje membran in gelov GBox iChem XT Syngene 
Hladilnik Gorenje 
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Preglednica 4: Seznam uporabljenih plastičnih in stekleni pripomočkov 
Uporabljeni plastični in stekleni pripomočki Proizvajalec, kat. št. (če znana) 
Cell Counting Chamber Slides Countess 
Eppendorf 1,5 ml Eppendorf 
Tipsi (10 µl) Eppendorf 
Tipsi (100 µl, 1 ml in 5 ml) Sarstedt 
50 ml Pipete VWR 612-3696 
10 ml Pipete TPP 94010, VWR 612-3700 
5 ml Pipete TPP 94005, VWR 612-3702 
2 ml Pipete Greiner 710183 
Cryovials 2 ml TPP 89020 
50 ml Sterile Falcon Tubes TPP 91050 
15 ml Sterile Falcon Tubes TPP 91015 
Cell Scraper 24 cm TPP 99002 
75 cm2 Culture Flasks TPP 90075 
Yellow Biohazard Bags Starstedt 86. 1203. 103 
Lab Cap (laboratorijske kape) Sanolabor, Negasoft 
Overshoe (pokrivalo za čevlje) Hygrostar 2850 blau 
Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell  
(vse komponente) 
Bio Rad 
Teklenice za pufre s pokrovom Ilmabor, Schott, Simax (0,5 in 1l) TGI, Duran, Simax 
Merilni valj (različni volumni) Duran, Simax 
Plastične vrečke za živila PISKAR d.o.o. 
Plastične posodice (odslužene posodice za tipse) / 
Steklena plošča / 
Parafilm ® M Sigma Aldrich (Merck) 
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3.2 CELIČNE LINIJE 
Preglednica 5: Seznam celičnih linij 
Uporabljene celične linije Opis Vir 
JURKAT Clone E6-1 Trajna suspenzijska celična linija človeškega 
limfoblastoma 
FKKT 
CACO2 Trajna človeška linija raka debelega črevesa FKKT 
COLO 829 Trajna človeška celična linija fibroblastov melanoma 
(kožnega raka) 
ATCC 
COLO 829 BL Trajna nekarcinogena celična linija človeških  B 
limfoblastov 
ATCC 
UT-7 (DSMZ: ACC-137) Trajna celična linija akutne mielodične levkemije UKC Ljubljana 
Raji Burkittov limfom (B celic) FKKT 
B16-F10 Trajna celična linija mišjeaga melanoma FKKT 
 
3.2.1 Gojenje celičnih linij 
Celice smo gojili v skladu s priporočili ATCC. Nahajale so se v kompletnem mediju 
RPMI-1640 z dodanim 10% FBS v inkubatorju s temperaturo 37°C in atmosferi s 95% 
vlažnostjo in 5% CO2. (CACO2 smo gojili v DMEM z dodanim 10% FBS.) Uporabili smo 
gojitvene posodice s površino 75 cm2, medij pa smo menjali vsake 2-3 dni. 
3.2.2 Zbiranje vzorcev 
Suspenzijske celice smo gojili do meje konfluence in jih zbrali, preden bi viabilne celice 
presegle koncentracijo 2x 106 /ml, saj bi to neugodno vplivalo na njihovo rast. Celice smo 
šteli s pomočjo Countess-e. Del celic smo razredčili z dodajanjem gojišča in jih gojili 
naprej. Preostanek celic smo centrifugirali 5 min na 1200 obratov/min, odstranili gojišče in 
jih resuspendirali v PBS ter ponovno centrifugirali. Po odstranitvi PBS smo jim dodali 
RIPA lizirni pufer in jih shranili na ledu. 
Adherentne smo gojili do 80% konfluence (80% zapolnitve posodice), nato smo jih del 
presadili in zredčili, preostanek pa lizirali. Kulturo smo gojili tako, da se je ustvaril le 
ensloj celic. Celicam smo najprej odstranili gojišče in jih nežno sprali s PBS. Postopek smo 
še enkrat ponovili, da smo povsem odstranili ostanke gojišča in jim dodali tripsin. 
(Prisotnost gojišča bi negativno vplivala na delovanje tripsina.) Posodice z dodanim 
tripsinom smo za približno 5 min vrnili v inkubator, kar je pospešilo delovanje tripsina. Ko 
so celice odstopile od podlage, smo jih del odpipetirali, preostanek pa pazljivo 
resuspendirali z gojiščem in gojili naprej. Odpipetirane celice smo sprali s PBS in lizirali 
po istem postopku kot suspenzijske. 
3.2.3 Liziranje suspenzijskih in adherentnih celic  
Zbrane celice smo sprali s PBS in jih shranili na ledu. Centrifugirali smo jih 5 min pri 4°C 
in 1400 obratov/min. Odpipetirali smo supernatant in jim dodali RIPA lizirni pufer, nato pa 
pustili na ledu 10 min. Po 20 minutnem centrifugiranju na 13000 obratov/min (4°C) smo 
odpipetirali supernatant in ga shranili v zamrzovalniku. 
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Pred uporabo smo ga odtajali in mu dodali 4x SDS (1/3 volumna lizata). Nato smo ga 
kratko vorteksirali (5-10 sekund), segrevali 5-10 min na 95°C in ga kratko centrifugirali 
(MiniSpin, max obrati 10 sekund) ter ga nanesli na gel. 
3.3 POLIKARILAMIDNA GELSKA ELEKTROFOREZA V PRISOTNOSTI 
NATRIJEVEGA DODECIL-SULFATA (SDS PAGE) 
Za separacijo proteinov PFK smo uporabili smo 12% poliakrilamidni gel, ki smo jih 
pripravili sami. Najprej smo v model vlili mešanico za 12% poliakrilamidni separacijski 
gel in na vrh dodali 100 µl izopropanola (da smo izravnali gel) ter ga pustili na sobni 
temperaturi. Ko pa se je ta strdil, smo dodali še 4% vstopni gel in ga dopolnili z 
»glavnikom« ter pustili, da se je strdil še vstopni gel. Gele, ki niso bili uporabljeni isti dan 
smo zavili v z MiliQ omočene papirnate brisače in dodatno v aluminijasto folijo, na katero 
smo napisali svoje ime, datum in vrsto gela.  Proceduro za pripravo za poliakrilamidne 
mešanice za dva gela se nahaja v preglednici 6: 
Preglednica 6: Recept mešanic za poliakrilamidni gel (za 2 gela) 
Kemikalija Separacijski 12% poliakrilamidni gel Vstopni 4% poliakrilamidni gel 
TRIS-HCl (1,5 M) 2,5 ml (0,5 M) 2,5 ml 
10% SDS 100 µl 100 µl 
Akrilamid 4 ml 1,3 ml 
APS 50 µl 50 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 
MiliQ 3,35ml 6,1 ml 
3.4 WESTERN BLOT IN BARVANJE S PROTITELESI 
Membrano smo najprej omočili v pufru za prenos Western blot (glej preglednico 2) in jo 
položili na gel, nato pa oboje sestavili v sendvič skupaj s filtrirnim papirjem in gobicami. 
Prenos je potekal 1,5 h pri 350 mA (z menjavo ledu pri 45 min). V posodo za namakanje 
membrane smo nalili IBLOCK pufer in vanj prestavili membrano s proteini ter vrh prekrili 
s parafilmom. Membrano smo nato pustili v IBLOCK pufru 1h ali čez noč v hladilniku za 
dodatno fiksacijo proteinov. 
Protitelesa smo redčili v IBLOCK pufru in membrane zavarili v plastične vrečke z 
dodanimi izbranimi primarnimi protitelesi. Vrečke smo pritrdili na stresalnik in jih stresali 
1-1,5 h pri 200 rpm na sobni temperaturi. 
Membrane smo nato trikrat sprali v pufru za spiranje na stresalniku pri 50 rpm in z 
menjavo pufra na 5 min. Nato smo jih zavarili v vrečke skupaj z razredčenimi 
sekundarnimi protitelesi in jih stresali na stresalniku še pol ure. Sledilo je ponovno spiranje 
membran v pufru za spiranje (trikrat po 5 min pri 50 rpm). 
Membrane smo nato položili na stekleno ploščo, omočeno z MiliQ destilirano vodo in 
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Preglednica 7: Vrste uporabljenih protiteles 
Vrsta protitelesa Ime Proizvajalec 
Primarno protitelo Zajčja monoklonska protitelesa proti PFK-L (Rabbit anti-PFK-L 
IgA) 
Santa Cruz 
Primarno protitelo Zajčja monoklonska protitelesa proti PFK-M (Rabbit anti-PFK-M 
IgA) 
Santa Cruz 
Primarno protitelo Zajčja monoklonska protitelesa proti PFK-P(Rabbit anti-PFK-P IgA) Santa Cruz 
Sekundarno protitelo Kozja poliklonska protitelesa proti zajčjim (Goat anti-rabbitt IgG 
HRP) 
Abcam 
Primarno protitelo Mišja anti-aktin (Mouse anti-actin IgA) Ingenex 
Sekundarno protitelo Kozja poliklonska protitelesa proti mišjim IgG konjugirana s 
hrenovo peroksidazo (Goat anti-mouse IgG HRP) 
Santa Cruz 
 
3.3 RAČUNALNIŠKA ANALIZA 
3.3.1 Poravnava sekvenc 
Na spletni strani UniProt (http://www.uniprot.org/ ) smo v iskalnik vnesli kratico encima 
oz. izoecima (v našem primeru PFK P, PFK M in PFK L) in željeno vrsto izvora encima v 
angleščini (mouse/ human) . Najprej smo poiskali mišje izoencime in med rezultati izbrali 
željene sekvence (oznake Entry numbers: Q9WUA3 - PFK P, P47857 - PFK M  ), nato 
smo poiskali še človeške izoencime (Q01813 - PFK P, P08237 - PFK M, P17858 - PFK L). 
Ob kliku na oznako se nam je odprla stran z informacijami o lastnostih izbrane izooblike. 
V poglavju »Sekvence« (Sequences (2)) smo izbrali možnost FASTA. Pridobljeno 
sekvenco AK smo kopirali v ločen Wordov dokument in postopek ponovili za vse 
izooblike.  
Na spletni strani UniProt-a smo izberali zavihek »Align« in odprlo se nam je okno 
programa ClustalO z navodili za uporabo. V okence za poravnavo smo kopirali izbrane 
sekvence v FASTA formatu in pritisnili gumb »Run Align«.  
V prikaznem oknu so se nam pokazale poravnane sekvence, na levi strani pa so se nam 
pokazale možnosti označevanja AK glede na njihove lastnosti (polarna, aromatske, itd. ). 
Poravnavo smo izvozili z uporabo gumba »Download«, pri čemer smo izbrali »Format: 
Text« in možnost »Uncompressed«. Po potrditvi s prtitiskom na »Go« se nam je poravnava 
sekvenc prikazala v FASTA formatu. To smo enostavno kopirali v Wordov dokument. 
3.3.2 Tridimenzionalni prikaz strukture fosfofrukto-1-kinaze 
Tridimenzionalno (3D) strukturo PFK je mogoče pridobiti na spletni strani pri zavihku 
»Structure«, klik na našo izbrano sekvenco nas je preusmeril na EMBL-EBI, kjer smo na 
desni strani izberali »Downloads« in prenesli datoteko v PDB formatu, potrebnem za 3D 
projeciranje. (Datoteka je bila na voljo tudi v RCSB PDB Protein Data Bank.) Pri pregledu 
vseh vnosov smo ugotovili, da imamo na voljo PDB datoteko le za PFK-P izoobliko, 3D 
struktura pa je bila izdelana na podlagi PFK-P iz kvasovke. 
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Za prikaz strukture smo datoteko odprli v programu SPDBV (»Swiss Protein DataBase 
Viever«), ki smo ga pridobili na njihovi uradni spletni strani. Uporabljali smo različico 
v4.1.1 (Guex in sod., 2017). Z izbiro zavihka »Download« se nam je odprla stran, kjer smo 
potrdili naše strinjanje s pogoji uporabe s klikom na rdeč tekst (» I agree on terms of the 
licence and would like to proceed with download«). To na je naš računalnik naložilo 
čarovnika za inštalacijo SPDBV, s katerim smo naložili celoten program. 
Zagnali smo SPDV in izbrali zavihek »File«, ter linijo »Open PDB file« in za odpiranje 
izbrali datoteko PFK. Prikazala se nam je natančna stuktura PFK-P. odšli smo na nadzorno 
ploščo za prikaz s klikom za zavihek »Wind« in izbiro vrstice »Control Panel«. Tam smo z 
označevanjem posameznih AK določili prikaz v trakovih (označili v stolpcu »ribn«), 
odstranili prikaz stranskih skupin z odstranitvijo oznak v stolpcu »side« in odstranili 
glavne verige z odstranitvijo oznak v skrajno levem stolpcu (»show«). Nato smo izbrali 
zavihek »Colour« in izbrali prvo linijo (»act on Backbone + sidechain«) ter v novo-
odprtem pojavnem okencu izbrali možnost »act on Ribbon«. Končno smo določili barve z 
dodelitvijo barv v »Control Panel« v skrajno desnem stolpcu (»col«) s klikom na okvirček 
in izbiro barve. Prikaz elektronskih  oblakov na vezavnih mestih je bil dosežen z 
označitvijo AK (v stolpcih »show« in »::v«) na vezavnih mestih. V vseh stolpcih 
neoznačene AK so bile izbrisane iz pogleda (in posledično s slik). 
3.3.3 Analiza metabolitov  
Podatke analizo smo pridobili iz dopolnilnih informacij (»Supplementary information«) 
članka Metabolno profiliranje rakov mlečne žleze (Lu in sod., 2010). Koncentracije 
izbranih metabolitov so bile opazovane v šestih mišjih celičnih linijah. Prva celična linija, 
NMuMG, je netumorigena celična linija epitelija mišje mlečne žleze in služi kot kontrola. 
Preostale linije so tumorigene, nemetastazna 67NR se je razlikovala od preostalih 
(168FARN, 4TO7, 66cl4 in 4T1). Za pridobitev rezultatov so uporabili tekočinsko 
kromatografijo v kombinaciji z masno spektrometrijo (LS-MS/MS), za jasnejše rezultate 
pa so dodatno vključili elektrosprejno ionizacijo (ESI). Vsaka meritev je bila izvedena v 
dveh ponovitvah na dveh vzorcih vsake celične linije. Izbrali smo dvanajst metabolitov, ki 
prikazujejo tok glukoze in stanje redoks potenciala v rakastih celicah. Na podlagi 
rezultatov meritev smo izračunali povprečne vrednosti in standardne deviacije meritev na 
podlagi vzorca (v Excelu s funkcijama AVERAGE in STDEV.S). Rezultate smo prikazali 
grafično, z vključenimi vrednostmi standardnih deviacij. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 REZULTATI RAČUNALNIŠKE ANALIZE 
4.1.1 Rezulatati analize metabolitov 
Izogene celične linije izvirajo iz spontanega tumorja BALB/cfC3H miške in so bile 
ustvarjene tekom razvoja tumorja. NMuMG, je netumorigena celična linija epitelija mišje 
mlečne žleze in služi kot kontrola. Preostale linije so tumorigene, nemetastazna linija 
67NR pa služi za primerjavo razlik med metastaznimi in nemetastaznimi oblikami 
rakastega obolenja. Linija 168FARN ima lastnosti zgodnje oblike rakastega obolenja, linija 
4TO7 nepopolno razvitega rakastega obolenja, linija 66cl4 razvitega rakastega obolenja in 
linija 4T1 metastazirajoče stopnje rakastega obolenja  (Lu in sod., 2010).  
Izrazito se kaže, da je v tumorigenih linijah koncentracija F-1,6-BP večkratno (tudi  do 
devetkrat) povečana v primerjavi S koncentracijo, značilno za normalne celice, ki jih 
predstavlja kontrolna linija. Velika odstopanja od normalnih koncentracij metabolitov so se 
pokazala zlasti pri metabolitih glikolize: opazili smo dva do štirikratno povečanje 
koncentracij dihidroksi-aceton-fosfata in gliceraldehid-3-fosfata, ter na drugi strani izrazita 
in precejšnja nihanja v koncentracijah fosfoenolpiruvata (PEP). Pri 3-fosfogliceratu so bile 
koncentracije v povprečju primerljive s koncentracijami kontrolne linije, čeprav so se 
vrednosti koncentracij gibale polovične do trikrat povišane koncentracije kontrolne linije. 
Tudi pri PEP so bila odstopanja izrazita, koncentracije pa največ do dvakrat višje v 
primerjavi s kontrolo. Vrednosti piruvata in NADPH- so bile primerljive, vrednosti laktata 
in NADH- pa nekoliko povišane. Koncentracije alanina so bile nižje, pri citratu, serinu in 
NADPH- pa je bilo opazno manjšanje izmerjenih koncentracij skupaj z razvojem 
agresivnosti rakaste linije. 
  
Slika 8: Slika grafičnega prikaza meritev metabolitov z označenimi deviacijami. Prva celična linija, NMuMG, je 
netumorigena celična linija epitelija mišje mlečne žleze in služi kot kontrola. Celična linija 67NR je nemetastazna. 
Preostale linije (168FARN, 4TO7, 66cl4 in 4T1) so metastazne in imajo značilnosti različnih razvojnih faz rakastega 
obolenja. 
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Celična linja 168FARN ima značilnosti zgodnje faze raka - z izjemo povišanih 
koncentracij F-1,6-BF in PEP, so bile koncentracije metabolitov primerljive s celično linijo 
NmuMG, detektirali smo le nekoliko višje koncentracijelaktata in NADPH-. Celična linija 
4TO7 ima lastnosti faze razvitega rakastega obolenja, kjer je prišlo do skoraj celokupnega 
povišanja koncentracij metabolitov. Zlasti smo detektirali izrazito večkratni dvig 
koncentracije F-1,6-BP in PEP. Približno dvakrat višje so bile tudi koncentracije 
dihidroksi-aceton-fosfata, gliceraldehid-3-fosfata in piruvata, koncentracije laktata in 3-
fosfoglicerata pa so bile primerljive, koncentracije serina in citrata pa so bile nižje v 
primerjavi s kontrolno linijo NMuMG. Pri liniji 66cl4 so bile koncentracije prej omenjenih 
metabolitov nižje V primerjavi z NMuMG so bile detektirane povišane koncentracije F-
1,6-BP, gliceraldehid-3-fosfata in PEP, ter le rahlo dvignjene koncentracije dihidroksi-
aceton-fosfata. Detektirali smo nižje koncentracije alanina, citrata, serina in NADPH-. Z 
zadnjo fazo razvoja raka (linija 4T1) se koncentracija F-1,6-BF ponovno zviša, poviša se 
tudi koncentracija NADH- in NADPH-. Koncentracije metabolitov se v primerjavi s 
prejšnjimi razvojnimi stanji nekoliko normalizirajo in povečini ostanejo le nekoliko višje 
od kontrole, z izjemami pri alaninu, serinu in citratu, kjer so koncentracije v primerjavi s 
kontrolno NMuMG nižje (pri alaninu približno za polovico, pri serinu pa za dve tretjini). 
 
67NR je nemetastazna linija, zato je bilo pričakovati, da se metabolizem nekoliko razlikuje 
od metastaznih linij. Koncentracije F-1,6-BP so bile v primerjavi z NMuMG linijo 
bistveno višje v primerljive z linijo 4TO7. Močno so bile povišane tudi koncentracije 
dihidroksi-aceton-fosfata,  gliceraldehid-3-fosfata in NADH-, katerih koncentracije so 
precej presegale vrednosti, izmerjene pri drugih opazovanih celičnih linijah. Koncentracija 
laktata in NADPH- je bil približno dvakrat višja, nekoliko je bila višja tudi koncentracija 
serina. Največje razlike v primerjavi z metastaznimi linijami so bile opažene v 
koncentracijah PEP in piruvata - ta sta bila pri metastaznih linijah prisotna v v višjih 
koncentracijah, pri liniji 67NR pa je bila njuna koncentracija izrazito nizka. Prav tako je 
bila zelo nizka  koncentracije alanina, vendar je bila primerljiva z linijama  66cl4 in 4T1. 
Nižja je bila tudi koncentracija citrata, vendar je bila razlika v koncentraciji citrata manjša 
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4.1.2 Rezultati poravnav sekvenc 
4.1.2.1 Poravnava mišje fosfokrukto-1-kinaze-P z mišjo fosfokruktokinazo-M. 
Ker so bila alosterična vezavna mesta za PFK-P izomero določena, smo jih povzeli iz 
članka (Kemp in Gunasekera, 2002) ter jih ekstrapolirali na PFK-M.  
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE MSDLDSSSSSAYPKYLEHLSGDGKAIGVLTSGGDAQGMNAAVRAVVRMGIYTGAKVYFIY 60 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE --------MTHEEHHAAKTLGIGKAIAVLTSGGDAQGMNAAVRAVVRVGIFTGARVFFVH 52 
                               :   ::  :  * ****.********************:**:***:*:*:: 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE EGYQGLVDGGSNIVEAKWDCVSSILQVGGTIIGSARCKAFRSREGRLKAACNLARLGITN 120 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE EGYQGLVDGGEHIREATWESVSMMLQLGGTVIGSARCKAFREREGRLRAAHNLVKRGITN 112 
                      **********.:* **.*:.** :**:***:******* **.*****:** **.: **** 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE LCVIGGDGSLTGANLFRKEWSGLLEELARNGDIDNDTVQKYSYLNVVGMVGSIDNDFCGT 180 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE LCVIGGDGSLTGADTFRSEWSDLLNDLQKDGKITAEEATKSSYLNIVGLVGSIDNDFCGT 172 
                      *************: **.***.**::* ::*.*  : . * ****:**:*********** 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE DMTIGTDSALHRIIEVVDAIMTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVSALTCGADWVFLPE 240 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE DMTIGTDSALHRIVEIVDAITTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVTSLSCGADWVFIPE 232 
                      *************:*:**** *************************::*:*******:** 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE SPPEEDWEENMCLKLSENRARKKRLNIIIVSEGAIDMQNKPITSEKIKELVVKNLGFDTR 300 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE CPPDDDWEEHLCRRLSETRTRGSRLNIIIVAEGAIDKNGKPITSEDIKNLVVKRLGYDTR 292 
                      .**::****::* :***.*:* .*******:***** :.******.**:****.**:*** 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE VTILGHVQRGGTPSAFDRILASRMGVEAVIALLEATPETPACVVSLRGNQAVRLPLMECV 360 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE VTVLGHVQRGGTPSAFDRILGSRMGVEAVMALLEGTPDTPACVVSLSGNQAVRLPLMECV 352 
                      **:*****************.********:****.**:******** ************* 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE QMTQDVQKAMDERRFKEAVKLRGRRFEGNLNTYKRLAIKLPDEKIVKSNCNVAVINVGAP 420 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE QVTKDVTKAMDEKRFDEAIKLRGRSFMNNWEVYKLLAHVRPPVS-KGGLHTVAVMNVGAP 411 
                      *:*:** *****:**.**:***** * .* :.** **   *  .   .  .***:***** 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE AAGMNAAVRSAVRVGIADGHKMFAIYDGFEGFANGQIKEIGWADVGGWTGQGGSILGTKR 480 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE AAGMNAAVRSTVRIGLIQGNRVLVVHDGFEGLAKGQIEEAGWSYVGGWTGQGGSKLGTKR 471 
                      **********:**:*: :*::::.::*****:*:***:* **: ********** ***** 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE TLPGKYLEKIAEQMHSHSINALLIIGGFEAYLGLLELAAAREKHEAFCVPMVMVPATVSN 540 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE TLPKKNLEQISANITKFNIQGLVIIGGFEAYTGGLELMEGRKQFDELCIPFVVIPATVSN 531 
                      *** * **:*: :: ...*:.*:******** * ***  .*::.: :*:*:*::****** 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE NVPGSDFSIGADTALNTITDTCDRIKQSASGTKRRVFIIETMGGYCGYLANMGALAAGAD 600 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE NVPGSDFSIGADTALNTICTTCDRIKQSAAGTKRRVFIIETMGGYCGYLATMAGLAAGAD 591 
                      ******************  *********:********************.*..****** 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE AAYIFEEPFDIGDLQSNVVHLTEKMKTSIQRGLVLRNESCSVNYTTDFIYQLYSEEGKGV 660 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE AAYIFEEPFTIRDLQVNVEHLVQKMKTTVKRGLVLRNEKCNENYTTDFIFNLYSEEGKGI 651 
                      ********* * *** ** **.:****:::********.*. *******::********: 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE FDCRKNVLGHMQQGGAPSPFDRNFGTKISAKAMEWISAKLKGSQGTGKKFVS-DDSICVL 719 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE FDSRKNVLGHMQQGGSPTPFDRNFATKMGAKAMNWMSGKIKESYRNGRIFANTPDSGCVL 711 
                      **.************:*:******.**:.****:*:*.*:* *  .*: *..  ** *** 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE GICKRDLLFQPVAELKKVTDFEHRIPKEQWWLKLRPIMKILAKYEASYDMSDSGKLESLQ 779 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE GMRKRALVFQPVTELKDQTDFEHRIPKEQWWLKLRPILKILAKYEIDLDTSDHAHLEHIS 771 
                      *: ** *:****:***. *******************:******* . * ** .:** :. 
 
SP|Q9WUA3|PFKAP_MOUSE HHEEL---- 784  
SP|P47857|PFKAM_MOUSE RKRSGEAAV 780 
                      ::..      
Fru-6-P-katalitično ATP- katalitično AMP/ADP ATP-inhibitorno citrat T-mutacija, D-aktivno mesto                             
*identično, :podobna funkcionalnost, .slaba podobnost,   ni podobnosti med aminokislinami 
Slika 9: Poravnava mišjega PFK-P in mišjega PFK-M. Barvna legenda prikazuje vezavna mesta (alosterična in 
katalitična), oznake pod poravnanim zaporedjem pa podobnost med poravnanima AK. 
25 
Stražišar T. Karakterizacija izoencimov 6-fosfofrukto-1-kinaze pri tumorigenih celičnih linijah. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
Iz poravnave mišjih PFK izooblik razvidimo, da je identičnost encimov precej visoka 
(70%), v 549 primerih so na enakih zaporednih mestih enake (oz. identične) aminokisline 
(AK), v 151 primerih pa so jih zamenjale AK s podobnimi lastnostmi. Lahko pa opazimo, 
da ima mišji PFK-M (v primerjavi z mišjim PFK-P) štiri AK manj. Razlika v zaporedjih 
AK vpliva na poravnavo med tema sekvencama in povzroči zamik v zaporednem številu 
AK (in najverjetneje ne vpliva na alosterično regulacijo encima v realnem življenju). Pri 
PFK-M se spremenijo tri vezavna mesta, povezana z vezavo ATP, od tega dve alosterični 
vezavni mesti, ki ob vezavi ATP povzročita inhibicijo encima. Pri prvem hidrofobni M 201 
na PFK-P se je tekom evolucije spremenil v T 193 na PFK-M. V primeru drugega pa je 
prišlo do zamenjave pozitivno nabitega K 322 z G 254, ki je majhna AK brez naboja. 
Zadnje spremenjeno je vezavno mesto za ATP/ADP na G 484, kjer je prišlo do mutacije v 
pozitivno nabiti K 475, medtem ko se je sosednje vezavno mesto (K 485/ K 476) ohranilo. 
Katalitična aktivna mesta za ATP in F-6-F so popolnoma ohranjena, s čimer je 
zagotovljena encimska funkcionalnost encima. V celoti so ohranjena tudi alosterična 
vezavna mesta za inhibicijo s citratom (glej slika 9). 
4.1.2.2 Poravnava mišje fosfokrukto-1-kinaze-M s humano fosfofruktokinazo-M 
Poravnavo mišjega in humanega PFK-M smo izvedli z namenom določitve alosteričnih 
vezavnih mest na humanem PFK-M encimu, ki nas ki nas zaradi svoje vloge v 
metabolizmu najbolj zanima. 
Iz sledeče poravnave (slika 10) je razvidno, da je podobnost iste izooblike med mišjo in 
človekom večja kot podobnost med različnimi izooblikami PFK pri isti vrsti (rezultati v 
nadaljevanju). Od zaporednih 780 AK jih je identičnih 763, torej je podobnost 97,8 %. Na 
14 mestih je prišlo do mutacij AK, vendar imajo zamenjane AK podobne lastnosti 
originalnim. Na obeh PFK-M so se ohranila vsa vezavna mesta. Pri AK K 477 primerjavi s 
PFK-P opazimo izgubo ATP-inhibitornih vezavnih mest (T 193, G 254) in izgubo dela 
ATD/ADP vezavnega dela (pozitivno nabiti K 475, pri PFK-P je na tem mestu hidrofobni 
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SP|P47857|PFKAM_MOUSE MTHEEHHAAKTLGIGKAIAVLTSGGDAQGMNAAVRAVVRVGIFTGARVFFVHEGYQGLVD 60 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN MTHEEHHAAKTLGIGKAIAVLTSGGDAQGMNAAVRAVVRVGIFTGARVFFVHEGYQGLVD 60 
                      ************************************************************ 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE GGEHIREATWESVSMMLQLGGTVIGSARCKDFREREGRLRAAHNLVKRGITNLCVIGGDG 120 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN GGDHIKEATWESVSMMLQLGGTVIGSARCKDFREREGRLRAAYNLVKRGITNLCVIGGDG 120 
                      **:**:************************************:***************** 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE SLTGADTFRSEWSDLLNDLQKDGKITAEEATKSSYLNIVGLVGSIDNDFCGTDMTIGTDS 180 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN SLTGADTFRSEWSDLLSDLQKAGKITDEEATKSSYLNIVGLVGSIDNDFCGTDMTIGTDS 180                    
                      ****************.**** **** ********************************* 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE ALHRIVEIVDAITTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVTSLSCGADWVFIPECPPDDDWE 240 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN ALHRIMEIVDAITTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVTSLSCGADWVFIPECPPDDDWE 240 
                      *****:****************************************************** 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE EHLCRRLSETRTRGSRLNIIIVAEGAIDKNGKPITSEDIKNLVVKRLGYDTRVTVLGHVQ 300 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN EHLCRRLSETRTRGSRLNIIIVAEGAIDKNGKPITSEDIKNLVVKRLGYDTRVTVLGHVQ 300 
                      ************************************************************ 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE RGGTPSAFDRILGSRMGVEAVMALLEGTPDTPACVVSLSGNQAVRLPLMECVQVTKDVTK 360 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN RGGTPSAFDRILGSRMGVEAVMALLEGTPDTPACVVSLSGNQAVRLPLMECVQVTKDVTK 360 
                      ************************************************************ 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE AMDEKRFDEAIKLRGRSFMNNWEVYKLLAHVRPPVSKGGLHTVAVMNVGAPAAGMNAAVR 420 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN AMDEKKFDEALKLRGRSFMNNWEVYKLLAHVRPPVSKSGSHTVAVMNVGAPAAGMNAAVR 420 
                      *****:****:**************************.* ******************** 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE STVRIGLIQGNRVLVVHDGFEGLAKGQIEEAGWSYVGGWTGQGGSKLGTKRTLPKKNLEQ 480 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN STVRIGLIQGNRVLVVHDGFEGLAKGQIEEAGWSYVGGWTGQGGSKLGTKRTLPKKSFEQ 480 
                      ********************************************************.:** 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE ISANITKFNIQGLVIIGGFEAYTGGLELMEGRKQFDELCIPFVVIPATVSNNVPGSDFSI 540 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN ISANITKFNIQGLVIIGGFEAYTGGLELMEGRKQFDELCIPFVVIPATVSNNVPGSDFSV 540 
                      ***********************************************************: 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE GADTALNTICTTCDRIKQSAAGTKRRVFIIETMGGYCGYLATMAGLAAGADAAYIFEEPF 600 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN GADTALNTICTTCDRIKQSAAGTKRRVFIIETMGGYCGYLATMAGLAAGADAAYIFEEPF 600 
                      ************************************************************ 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE TIRDLQVNVEHLVQKMKTTVKRGLVLRNEKCNENYTTDFIFNLYSEEGKGIFDSRKNVLG 660 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN TIRDLQANVEHLVQKMKTTVKRGLVLRNEKCNENYTTDFIFNLYSEEGKGIFDSRKNVLG 660 
                      ******.***************************************************** 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE HMQQGGSPTPFDRNFATKMGAKAMNWMSGKIKESYRNGRIFANTPDSGCVLGMRKRALVF 720 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN HMQQGGSPTPFDRNFATKMGAKAMNWMSGKIKESYRNGRIFANTPDSGCVLGMRKRALVF 720 
                      ************************************************************ 
 
SP|P47857|PFKAM_MOUSE QPVTELKDQTDFEHRIPKEQWWLKLRPILKILAKYEIDLDTSDHAHLEHISRKRSGEAAV 780 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN QPVAELKDQTDFEHRIPKEQWWLKLRPILKILAKYEIDLDTSDHAHLEHITRKRSGEAAV 780 
                      ***:**********************************************:********* 
Fru-6-P-katalitično ATP- katalitično AMP/ADP ATP-inhibitorno citrat T-mutacija, D - aktivno mesto                             
*identično, :podobna funkcionalnost, .slaba podobnost,   ni podobnosti med AK 
Slika 10: Poravnava mišjega in humanega PFK-M. Z modro pisavo je označeno mesto, kjer je v primerjavi z drugo 
izoobliko prišlo do mutacije (in izgube vezavnega mesta). 
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4.1.2.3 Poravnava izooblik humanih fosfofrukto-1-kinaz z vezavnimi mesti 
Na sliki 11 si lahko ogledamo poravnavo AK zaporedij vseh teh PFK izooblik. 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN MDADDSRAPKGSLRKFLEHLSGAGKAIGVLTSGGDAQGMNAAVRAVVRMGIYVGAKVYFI 60 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN ---------MAAVDLEKLRASGAGKAIGVLTSGGDAQGMNAAVRAVTRMGIYVGAKVFLI 51 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN MT---------HEEHHAAKTLGIGKAIAVLTSGGDAQGMNAAVRAVVRVGIFTGARVFFV 51 
                                        :  * ****.******************.*:**:.**:*::: 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN YEGYQGMVDGGSNIAEADWESVSSILQVGGTIIGSARCQAFRTREGRLKAACNLLQRGIT 120 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN YEGYEGLVEGGENIKQANWLSVSNIIQLGGTIIGSARCKAFTTREGRRAAAYNLVQHGIT 111 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN HEGYQGLVDGGDHIKEATWESVSMMLQLGGTVIGSARCKDFREREGRLRAAYNLVKRGIT 111 
                      :***:*:*:**.:* :* * *** ::*:***:******: *  ****  ** **:::*** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN NLCVIGGDGSLTGANLFRKEWSGLLEELARNGQIDKEAVQKYAYLNVVGMVGSIDNDFCG 180 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN NLCVIGGDGSLTGANIFRSEWGSLLEELVAEGKISETTARTYSHLNIAGLVGSIDNDFCG 171 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN NLCVIGGDGSLTGADTFRSEWSDLLSDLQKAGKITDEEATKSSYLNIVGLVGSIDNDFCG 171 
                      **************: **.**..**.:*   *:* .  . . ::**:.*:********** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN TDMTIGTDSALHRIIEVVDAIMTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVSALACGADWVFLP 240 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN TDMTIGTDSALHRIMEVIDAITTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVSALASGADWLFIP 231 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN TDMTIGTDSALHRIMEIVDAITTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVTSLSCGADWVFIP 231 
                      **************:*::*** *************************::*:.****:*:* 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN ESPPEEGWEEQMCVKLSENRARKKRLNIIIVAEGAIDTQNKPITSEKIKELVVTQLGYDT 300 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN EAPPEDGWENFMCERLGETRSRGSRLNIIIIAEGAIDRNGKPISSSYVKDLVVQRLGFDT 291 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN ECPPDDDWEEHLCRRLSETRTRGSRLNIIIVAEGAIDKNGKPITSEDIKNLVVKRLGYDT 291 
                      *.**::.**: :* :*.*.*:* .******:****** :.***:*. :*:*** :**:** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN RVTILGHVQRGGTPSAFDRILASRMGVEAVIALLEATPDTPACVVSLNGNHAVRLPLMEC 360 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN RVTVLGHVQRGGTPSAFDRILSSKMGMEAVMALLEATPDTPACVVTLSGNQSVRLPLMEC 351 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN RVTVLGHVQRGGTPSAFDRILGSRMGVEAVMALLEGTPDTPACVVSLSGNQAVRLPLMEC 351 
                      ***:*****************.*:**:***:****.*********:*.**::******** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN VQMTQDVQKAMDERRFQDAVRLRGRSFAGNLNTYKRLAIKLPDDQIPKTNCNVAVINVGA 420 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN VQMTKEVQKAMDDKRFDEATQLRGGSFENNWNIYKLLAHQKPPKE--KSNFSLAILNVGA 409 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN VQVTKDVTKAMDEKKFDEALKLRGRSFMNNWEVYKLLAHVRPPVS-KSGSHTVAVMNVGA 410 
                      **:*::* ****:::*::* :*** ** .* : ** **   *  .  . . .:*::**** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN PAAGMNAAVRSAVRVGIADGHRMLAIYDGFDGFAKGQIKEIGWTDVGGWTGQGGSILGTK 480 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN PAAGMNAAVRSAVRTGISHGHTVYVVHDGFEGLAKGQVQEVGWHDVAGWLGRGGSMLGTK 469 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN PAAGMNAAVRSTVRIGLIQGNRVLVVHDGFEGLAKGQIEEAGWSYVGGWTGQGGSKLGTK 470 
                      ***********:** *: .*: : .::***:*:****::* **  *.** *:*** **** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN RVLPGKYLEEIATQMRTHSINALLIIGGFEAYLGLLELSAAREKHEEFCVPMVMVPATVS 540 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN RTLPKGQLESIVENIRIYGIHALLVVGGFEAYEGVLQLVEARGRYEELCIVMCVIPATIS 529 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN RTLPKKSFEQISANITKFNIQGLVIIGGFEAYTGGLELMEGRKQFDELCIPFVVIPATVS 530 
                      *.**   :*.*  ::  ..*:.*:::****** * *:*  .* :.:*:*: : ::***:* 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN NNVPGSDFSIGADTALNTITDTCDRIKQSASGTKRRVFIIETMGGYCGYLANMGGLAAGA 600 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN NNVPGTDFSLGSDTAVNAAMESCDRIKQSASGTKRRVFIVETMGGYCGYLATVTGIAVGA 589 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN NNVPGSDFSVGADTALNTICTTCDRIKQSAAGTKRRVFIIETMGGYCGYLATMAGLAAGA 590 
                      *****:***:*:***:*:   :********:********:***********.: *:*.** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN DAAYIFEEPFDIRDLQSNVEHLTEKMKTTIQRGLVLRNESCSENYTTDFIYQLYSEEGKG 660 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN DAAYVFEDPFNIHDLKVNVEHMTEKMKTDIQRGLVLRNEKCHDYYTTEFLYNLYSSEGKG 649 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN DAAYIFEEPFTIRDLQANVEHLVQKMKTTVKRGLVLRNEKCNENYTTDFIFNLYSEEGKG 650 
                      ****:**:** *:**: ****:.:**** ::********.* : ***:*:::***.**** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN VFDCRKNVLGHMQQGGAPSPFDRNFGTKISARAMEWITAKLKEARGRGKKFT-TDDSICV 719 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN VFDCRTNVLGHLQQGGAPTPFDRNYGTKLGVKAMLWLSEKLREVYRKGRVFANAPDSACV 709 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN IFDSRKNVLGHMQQGGSPTPFDRNFATKMGAKAMNWMSGKIKESYRNGRIFANTPDSGCV 710 
                      :**.*.*****:****:*:*****:.**:..:** *:: *::*   .*: *: : ** ** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN LGISKRNVIFQPVAELKKQTDFEHRIPKEQWWLKLRPLMKILAKYKASYDVSDSGQLEHV 779 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN IGLKKKAVAFSPVTELKKDTDFEHRMPREQWWLSLRLMLKMLAQYRISMAAYVSGELEHV 769 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN LGMRKRALVFQPVAELKDQTDFEHRIPKEQWWLKLRPILKILAKYEIDLDTSDHAHLEHI 770 
                      :*: *: : *.**:***.:******:*:*****.** ::*:**:*. .  .   ..***: 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN QPWSV------ 784   Fru-6-P-katalitično ATP- katalitično AMP/ADP 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN TRRTLSMDKGF 780   ATP-inhibitorno citrat T-mutacija, D - aktivno mesto 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN TRKRSGEAAV- 780  *identično, :podobna funkcija, .slabo podobni,   ni podobnosti                                  
Slika 11: Poravnava zaporedij AK humanih PFK-P, PFK-L in PFK-M. 
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Homologija med sekvencami PFK je 68.6% med izooblikama M in L, 70.3% med 
izooblikama M in P ter 66,6% med izooblikama L in P. Celokupna homologija vseh treh 
znaša 58,71 %. V 18,69 % je prišlo do substitucije s podobnimi AK, v 15, 66% pa s 
popolnoma različnimi.  
PFK-L in PFK-M v primerjavi s PFK-P čisto na začetku se razlikujeta za devet AK (prvi 1-
9, drugi 3-11). Opazovana alosterična vezavna mesta za citrat so pri vseh treh izooblikah v 
celoti ohranjena, isto pa lahko rečemo tudi za aktivna vezavna mesta za F-6-F. Več 
sprememb opazimo pri vezavnih mestih za ATP. Pri PFK-L se izgubi del ATP-
katalitičnega aktivnega mesta, ker je pozitivno nabiti R 92 zamenjan s hidrofobnim T, 
sosednji dve ATP-katalitični vezavni mesti (R 87 in F 91) pa sta še vedno ohranjeni. To 
lahko pomembno vpliva na encimsko aktivnost. 
PFK-P ima tudi dve ATP-inhibicijski vezavni mesti, ki pri drugih dveh izooblikah nista 
prisotni. Na mestu hidrofobnega M 102 je pri drugih dveh polarni T 193,  na mestu 
pozitivno nabitega K 263 pa je pri ostalih dveh na tem mestu nenabiti G 254. Največje 
razlike med vezavnimi mesti izooblik pa opazimo na vezavnem mestu za ATP/ADP: PFK-
P ima popolnoma ohranjeni vezavni mesti G 485 in K 486, PFK-L je na teh dveh mestih 
prišlo do mutacij v K 476 in G 477, PFK-M pa je izgubil del ATP/ADP vezavnega mesta z 
mutacijo v K 476, medtem ko se je K 477 ohranil.  
4.1.3 Poravnave in analize kratkih fragmentov 
4.1.3.1 Poravnava N- in C-terminalnega dela humane fosfofrukto-1-kinaze-M 
Poravnavo smo pripravili v prikaz trditvi o razvoju evkariontskega proteina s pomočjo 
podvojevanja in tandemske fuzije genov prokariontskega prednika (Poorman in sod., 
1984). Označili smo tudi predel, ki se odcepi ob nastanku 45-47 kDa aktivnega fragmenta 
(Šmerc in sod., 2011; Andrejc in Legiša, 2018).  
Poravnava (slika 12) pokaže 108 identčnih AK (identičnost znaša 24,83%) in 124 
zamenjav AK s podobnimi lastnostmi (v poravnavi označeno z :). Z rdečo barvo je 
označen del encima, ki se izgubi ob nastanku 45 kDa aktivnega fragmenta (s cepitvijo za R 
420). Zaporedje 29-42, z alosteričnimi vezavnimi mesti za citrat R 35 in R 39 na N-
terminalnem delu, kaže visoko ujemanje z zaporedjem 414-427 na C-terminalnem delu, 
alosterično vezavno mesto (R 420 in R 424)  pa namesto citrata veže ATP. W 70 na N 
terminalnem delu služi kot del alosteričnega vezavnega mesta za citrat, na C terminalnem 
delu pa pa je ekvivelenten W 453, ki je del alosteričnega vezavnega mesta za inhibicijo z 
ATP. Aktivna katalitična mesta za ATP na N-terminalnem delu močno sovpadajo z 
aktivacijskimi vezavnimi mesti za ATP/ADP na C-terminalnem delu. R 88 z R 471, F 92 
nima  vezavnega ekvivalenta, R 93  pa sovpada s podobnim K 476 (oba sta pozititvno 
nabiti AK), D 119 sovpada s F 499 (čeprav sta popolnoma različni AK) in S 121 sovpada s 
podobnim A (oba spadata pod izjemno majhne AK). S 164 sovpada s podobnim T 528 
(oba sta polarna), D 166 (na N- term. del aktivnega mesta za F-6-F) sovpada s S 530, D 
168 pa sovpada s podobnim N 532 (prav tako oba polarna). Čeprav so večja prekrivanja 
identičnih in podobih AK na zaporedjih 190-234 (554-600), 241-255 (610-624) in 289-321 
(651-683), aktivna in vezavna mesta nimajo vezavnega ekvivalenta. T 193 sovpada z 
relativno nepodobnim K 557, ki je na C-terminalnem delu del alosteričnega vezavnega 
29 
Stražišar T. Karakterizacija izoencimov 6-fosfofrukto-1-kinaze pri tumorigenih celičnih linijah. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
mesta za citrat (oba polarna, vendar je K pozitovno nabit, T pa ne). Na tem mestu je prišlo 
do mutacije M v T (M je pri PFK-P del alosteričnega vezavnega mesta za ATP). R 201 
sovpada z R 566 (na C-term. del aktivnega mesta za F-6-F), M 208 sovpada z M 574 (na 
N-term. del aktivnega mesta za F-6-F) in D 226 sovpada z D 587 (na C-term. del 
alosteričnega vezavnega mesta za citrat). S 248 sovpada s sicer polarnim, a slabo 
podobnim K 617 (na C-term. del alosteričnega vezavnega mesta za citrat) in R 292 
sovpada z R 655 (na C-term. del aktivnega mesta za F-6-F). H 298 in R 301 sta na N-
terminalnem delu del aktivnega mesta za F-6-F in sovpadata s H 661 in R-ju podobnim Q 
664. Vpliv odcepitve posameznih delov alosteričnih vezavnih mest bom komentirala v 
nadaljevanju. 
N-TERMINAL, MTHEEHHAAKTLGIGKAIAVLTSGGDAQGMNAAVRAVVRVGIFTGARVFFVHEGYQGLVD 60 
C-TERMINAL, -----VRPPVSKSGSHTVAVMNVGAPAAGMNAAVRSTVRIGLIQGNRVLVVHDGFEGLAK 445 
                  :   : . .:::**:. *. * *******:.**:*:: * **:.**:*::**.. 
 
N-TERMINAL, GGDHIKEATWESVSMMLQLGGTVIGSARCKDFREREGRLRAAYNLVKRGITNLCVIGGDG 120 
C-TERMINAL, G--QIEEAGWSYVGGWTGQGGSKLGTKRTLPKKSFE---QISANITKFNIQGLVIIGGFE 500 
            *  :*:** *. *.     **: :*: *    :. *   : : *:.* .* .* :***   
 
N-TERMINAL, SLTGADTFRSEWSDLLSDLQKAGKITDEEATKSSYLNIVGLVGSIDNDFCGTDMTIGTDS 180 
C-TERMINAL, AYTGGLELMEG----------------RKQFDELCIPFVVIPATVSNNVPGSDFSVGADT 544 
            : **.  : .                 .:  ..  : :* : .::.*:. *:*:::*:*: 
 
N-TERMINAL, ALHRIMEIVDAITTT-AQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVTSLSCGADWVFIPECPPDDD- 238 
C-TERMINAL, ALNTICTTCDRIKQSAAGTKRRVFIIETMGGYCGYLATMAGLAAGADAAYIFEEPFTIRD 604 
            **: *    * *. : * :::*.*::*.** :***** ::.*:.*** .:* * *      
 
N-TERMINAL, ---WEEHLCRRLSETRTRGSRLNIIIVAEGAIDKNGKPITSEDIKNLV--VKRLGYDTRV 293 
C-TERMINAL, LQANVEHLVQKMKTTVKRGLVLRNEK--------CNENYTTDFIFNLYSEEGKGIFDSRK 656 
                 *** :::. * .**  *.            .:  *:: * **     :  :*:*  
 
N-TERMINAL, TVLGHVQRGGTPSAFDRILGSRMGVEAVMALLEGT------------PDTPACVVSLSGN 341 
C-TERMINAL, NVLGHMQQGGSPTPFDRNFATKMGAKAMNWMSGKIKESYRNGRIFANTPDSGCVLGMRKR 716 
            .****:*:**:*: *** :.::**.:*:  :                    .**:.:  . 
 
N-TERMINAL, QAVRLPLMECVQVTKDVTKAMDEKKFDEALKLRGRSFMNNWEVYKLLAH----------- 390 
C-TERMINAL, ALVFQPVAEL----------KDQTDFEHRIPK-EQWWLKLRPILKILAKYEIDLDTSDHA 765 
              *  *: *            *:..*:. :    : :::   : *:**:            
 
N-TERMINAL, --------------- 
C-TERMINAL, HLEHITRKRSGEAAV 780 
                            
Legenda: *identičnost, : podobna funkcionalnost, . slaba podobnost,    ni podobnosti med AK 
Fru-6-P-katalitično ATP- katalitično AMP/ADP ATP-inhibitorno citrat T-mutacija, D - aktivno mesto 
Slika 12: Poravnava N- in C- terminalnega dela PFK-M. Z rdečo pisavo je označen del, ki se izgubi ob nastanku 
kratkega 47 kDa fragmenta. 
4.1.3.2 Poravnava N- in C-terminalnega dela humane fosfofrukto-1-kinaze-L 
Na sliki 13 vidimo, da je pri PFK-L ohranjenih 24,32% AK, s 107 identičnimi AK in 119 
podobnimi substitucijami (onačene z :). Z rdečo je označen del, ki se izgubi ob nastanku 70 
kDa fragmenta: jasno je razvidno, da je odcepljeni del v primerjavi s PFK-M precej manjši, 
zato se fragment ohrani v obliki tetramera. Ohranijo se vezavna mesta za citrat, izgubi pa 
se del katalitičnega mesta za F-6-F. Poravnava je izjemno podobna poravnavi N- in C- 
terminalnega dela pri PFK-M. 
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N-TERMINAL MAAVDLEKLRASGAGKAIGVLTSGGDAQGMNAAVRAVTRMGIYVGAKVFLIYEGYEGLVE 60 
C-TERMINAL -----HQKPPKEKSNFSLAILNVGAPAAGMNAAVRSAVRTGISHGHTVYVVHDGFEGLAK 444 
                 :*   . :. ::.:*. *. * *******:..* **  * .*:::::*:***.: 
 
N-TERMINAL GGENIKQANWLSVSNIIQLGGTIIGSARCKAFTTREGRRAAAYNLVQHGITNLCVIGGDG 120 
C-TERMINAL GQ--VQEVGWHDVAGWLGRGGSMLGTKRTLPKGQLE---SIVENIRIYGIHALLVVGGFE 499 
           *   :::..* .*:. :  **:::*: *       *   : . *:  :**  * *:**   
 
N-TERMINAL SLTGANIFRSEWGSLLEELVAEGKISETTARTYSHLNIAGLVGSIDNDFCGTDMTIGTDS 180 
C-TERMINAL AYEGVLQLV----------EARGRYEEL------CIVMCVIPATISNNVPGTDFSLGSDT 543 
           :  *.  :            *.*: .*        : :. : .:*.*:. ***:::*:*: 
 
N-TERMINAL ALHRIMEVIDAITTTAQ-SHQRTFVLEVMGRHCGYLALVSALASGADWLFIPEAPPEDGW 239 
C-TERMINAL AVNAAMESCDRIKQSASGTKRRVFIVETMGGYCGYLATVTGIAVGADAAYVFEDPFNIHD 603 
           *::  **  * *. :*. :::*.*::*.** :***** *:.:* ***  :: * * :    
 
N-TERMINAL ENFMCERLGETRSRGSRLNIIIIAEGAIDRNGKPISSSYVKDL------VVQRLGFDTRV 293 
C-TERMINAL LKVNVEHMTEKMKTD-------IQRGLVLRNEK-CHDYYTTEFLYNLYSSEGKGVFDCRT 655 
            :.  *:: *. . .       * .* : ** *   . *..::         :  ** *. 
 
N-TERMINAL TVLGHVQRGGTPSAFDRILSSKMGMEAVMALLEATP------------DTPACVVTLSGN 341 
C-TERMINAL NVLGHLQQGGAPTPFDRNYGTKLGVKAMLWLSEKLREVYRKGRVFANAPDSACVIGLKKK 751 
           .****:*:**:*: ***  .:*:*::*:: * *                  ***: *. : 
 
N-TERMINAL QSVRLPLMECVQMTKEVQKAMDDKRFDEATQLRGGSFENNWNIYKLLA------------ 389 
C-TERMINAL AVAFSPVTELK----------KDTDFEHR-----MPREQWWLSLRLMLKMLAQYRISMAA 760 
             .  *: *            .*. *:.         *: *   :*:              
 
N-TERMINAL -------------------- 
C-TERMINAL YVSGELEHVTRRTLSMDKGF 780 
                               
 Fru-6-P-katalitično ATP- katalitično AMP/ADP ATP-inhibitorno citrat T-mutacija, D - aktivno mesto 
*identično, :podobna funkcionalnost, .slaba podobnost,   ni podobnosti med AK 
Slika 13: Poravnava N- in C- terminalnega dela PFK-L.  
4.2 TRIDIMENZIONALNA STRUKTURA FOSFOFRUKTO-1-KINAZE-P Z 
OZNAČENIMI ALOSTERIČNIMI VEZAVNIMI MESTI 
 
Slika 14: Označena katalitična aktivna mesta za F6B in ATP. C-terminalni del je obarvan sivo, N-terminalni del pa 
oranžno. modro je obarvana povezovalna domena med I 399 in N 410. 
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Kot že omenjeno, je bila datoteka prenesena s spletne strani EMBL-EBI (EMBL-EBI, 
2017), za odpiranje, analizo in prikaz pa je bil uporabljen program SPDBW. Na zgornji 
sliki sta označeni katalitični vezavni mesti za F-6-F in ATP, ki sta aktivni center encima. S 
slike je jasno razvidno, da se obe aktivni mesti v celoti nahajata na (na sliki oranžno 
obarvanem) N-terminalnem delu proteina. 
 
Slika 15: Označena alosterična vezavna mesta za inhibicijo s citratom in ATP. 
Ker vemo, da se pri 45-47 kDa fragmentu C-terminalni del (na slikah sivo obarvan) skoraj 
v celoti odcepi za R 430, postane jasno da to močno vpliva na alosterična vezavna mesta. 
Alosterično mesto za ATP izgubi dve pomembni vezavni AK, R 434 in W 462. Del 
vezavnega mesta na N-terminalnem delu, R 430, zaradi izgube C-terminalnega dela 
postane lažje dostopno, zato se resistenca na vezavo ATP (in posledično inhibicijo) 
zmanjša. Po drugi strani pa se izgubi tudi večji del inhibitornega vpliva, ki bi ga vezava 
ATP prinesla, saj se zaradi odcepitve skoraj polovice proteina izgubi tudi velik del 
alosteričnih regulatornih struktur. Ta izguba je tudi najverjetnejši razlog za popolno 
resistenco na inhibicijo s citratom, kljub temu da so se ohranile 3 (od 6) ključne vezavne 
AK za citrat - R 43 , R 47 in W 79.  
 
Slika 16: Označeni vezavni mesti za aktivacijo s F-2,6-BP. 
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Na zgornji sliki sta označeni lokaciji vezavnih mest za F-2,6-BP, ki deluje kot katalizator. 
Kljub izgubi enega od vezavnih mest na N-terminalnem delu, se vezavno mesto na C-
terminalnem delu ohrani v celoti in je tudi najverjetnejši razlog za pretirano aktivnost 
kratkega fragmenta, ki je celo višja od aktivnosti nativnega encima (Šmerc in sod., 2011).  
 
Slika 17: Označeni vezavni mesti za aktivacijo proteina z AMP/ADP. 
Na podlagi podatkov, pridobljenih s poravnavami in s prikazom na zgornji sliki, je jasno 
razvidno, da se v primeru 45-47 kDa fragmenta v celoti izgubijo vezavna mesta za 
AMP/ADP. 
4.3 REZULTATI METODE PO WESTERNU 
S prenosom Western smo ugotovili, da je v uporabljenih celičnih linijah, ki izvirajo iz 
metastazne faze raka, v največjem deležu prisotnaPFK-L izooblika. Celični liniji Jurkat in 
netumorigena COLO 829 BL (kontrolna, nerakasta linija limfoblastov (ATCC, 2017)) 
spadata v skupino krvnih celic, ki je sicer znana po prevladujoči PFK-P izoobliki. Kljub 
temu koncentracija PFK-L ni zanemarljiva.  
Opazili smo tudi primer skrajšane oblike PFK-L v velikosti okoli 70 kDa, izooblika krajša 
od nativnega encima, a večje od predvidene velikosti fragmenta. Z imunobarvanjem ob 
uporabi protiteles na PFK-M in PFK-P nismo zaznali specifičnih izooblik.  
Pri metastaznih oblikah raka in tumorigenih celičnih linijah, ki izvirajo iz metastaznih 
oblik, prevladuje PFK-L izooblika, medtem ko je koncentracija PFK-P in PFK-M neznatna 
(Zancan in sod., 2010).  
Kljub temu, da na membranah opazimo madeže proteinov na mestu vnosa vzorcev v startni 
gel, detekcija PFK-M izooblike ni bila uspešna (slika 18). Razlog za to je bila najverjetneje 
nizka koncentracija omenjene izooblike: vse opazovane linije so metastazne in v fazah, ko 
je koncentracija ostalih dveh izooblik zanemarljivo majhna. Madeži na vrhu gelov pa bi 
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Slika 18: Rezultati metode po Westernu. Slika a) Detektiranje PFK-L pri celičnih linijah COLO 829 BL (označena s št. 
1, služi kot kontrola), COLO 829 (št 2), JURKAT (št. 3), B16F10 (št. 4), CACO 2 (št. 5), UT-7 (št. 6) in RAJI (št. 7). 




1        2       3      4       5         6       7 
1        2       3      4       5         6       7 
1        2       3        4       5         6       7 
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4.4 ANALIZA NASTANKA KRATKIH FRAGMENTOV 
4.4.1 Analiza monomere fosfofrukto-1-kinaze 
       
Slika 19: Shema razporeda N- in C- terminalnih koncev v tetrameru (slika a)(Banaszak in sod., 2011). Slika b) Glede 
na shemo smo jo izdelali tudi s 3D prikazom proteina (C terminalni deli so sivi, N terminalni pa oranžni). 
Shema tetramere nam pokaže, kako so med seboj povezani C- in N-terminalni deli 
proteina. V primeru cepitve na 45 kDa fragment se odcepijo vsi C-terminali in ostaneta 
nam samo 2 dimera iz N-terminalov. V primeru PFK-M so dimeri v velikosti 47 kDa, o 
čemer so že poročali (Mesojednik in Legiša, 2005; Šmerc in sod., 2011). Mesta vezave v 
dimere se pri PFK-P nahajajo na H 208, ki se poveže z R 210 drugega monomera, pri 
povezovanju v tetramer pa se N 644 poveže z Q 652 drugega dimera. 
  
Slika 20: Zaporedje na stičišču dimer (Webb in sod., 2016). Z rdečim kvadratom so označene AK, ki skrbijo za 
povezavo dveh dimer v tetramer (slika a). Slika b) z rdečo pisavo so označene AK v zaporedju, ki se nahajajo na mestu 
vezave dveh dimerov v tetramer. 
Kot je razvidno iz literature, sta za vezavo dimerov v tetramer pri PFK-L ključnega 
pomena tirozin (Y 633) in fenilalanin (F 638) (Webb in sod., 2015). To pomeni, da se v 
primeru 70 kDa fragmenta cepitveno mesto nahaja nekje za lizinom (K 648), saj le tako 
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4.4.2 Določitev cepitvenega mesta, potrebnega za nastanek 70 kDa fragmenta 
Preverili smo cepitvene sekvence za različne peptidaze, pri čemer se je za najbolj verjetno 
cepitveno mesto izkazala sekvenca SEGK-GV (EEGK-GV). Po podatkih sheme cepitvenih 
mest za kalikreine (KLK) (Preglednica 8 (Goettig in sod., 2010) so zaporedja SEGK in 
EEGK verjetne tarče kalikreina 6 (KLK 6) in kalikreina 4 (KLK 4) (Goettig in sod., 2010). 
Glede na preferenco tarčnega mesta KLK 6 domnevamo, da je le-ta odgovoren za cepitev 
PFK na mestu SEGK-GV. 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN DAAYIFEEPFDIRDLQSNVEHLTEKMKTTIQRGLVLRNESCSENYTTDFIYQLYSEEGKG 660 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN DAAYVFEDPFNIHDLKVNVEHMTEKMKTDIQRGLVLRNEKCHDYYTTEFLYNLYSSEGKG 649 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN DAAYIFEEPFTIRDLQANVEHLVQKMKTTVKRGLVLRNEKCNENYTTDFIFNLYSEEGKG 650 
                      ****:**:** *:**: ****:.:**** ::********.* : ***:*:::***.**** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN VFDCRKNVLGHMQQGGAPSPFDRNFGTKISARAMEWITAKLKEARGRGKKFT-TDDSICV 719 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN VFDCRTNVLGHLQQGGAPTPFDRNYGTKLGVKAMLWLSEKLREVYRKGRVFANAPDSACV 709 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN IFDSRKNVLGHMQQGGSPTPFDRNFATKMGAKAMNWMSGKIKESYRNGRIFANTPDSGCV 710 
                      :**.*.*****:****:*:*****:.**:..:** *:: *::*   .*: *: : ** ** 
Slika 21: Potencialna cepitvena mesta za nastanek 70 kDa fragmenta, označena na poravnavi humanih PFK-P, PFK-
L in PFK-M. 
Kalikreini (KLK) spadajo v skupino serinskih proteaz, ki se normalno aktivirajo 
izvencelično in so povečinoma tkivno specifični. Sintetizirajo se v celici kot prepro-
encimi: prekurzorji s signalno sekvenco -pre, ki se odcepi ob vstopu v endoplazmatski 
retikulum (od tu z vezikli potuje do celične membrane). Preostanek zimogena (proencima) 
pa se ekstracelularno aktivira ob odcepitvi pro-peptidne sekvence, s čimer dobimo aktivno 
peptidazo. Aktivacija poteka prek signalih kaskad, interakcij z drugimi peptidazami in, v 
nekaterih primerih, prek avtoaktivacije (Yoon in sod., 2007; Goettig in sod., 2010). V 
primeru avtoaktivacije se KLK aktivira sam, kar pomeni da se izgubita tako signalna 
sekvenca, ki določa lokacijo KLK, kot pro-regija, ki preprečuje aktivacijo KLK. Visoka 
aktivnost KLK vodi v avtolizo peptidaze: encim se deaktivira z razgradnjo samega sebe 
(Pampalakis in Sotiropoulou, 2007; Yoon in sod., 2007). Običajno regulacija aktivnosti 
sicer poteka prek kationov (dosedaj znani regulatorji so Ca2+, Mg2+, Zn2+, Na+ in K+), pri 
čemer posamezen kation zavira delovanje določenih KLK in spodbuja delovanje drugih. 
Čeprav so raziskovalci odkrili tudi regulacijo KLK prek določenih peptidov  (serpinov, 
makroglobulinov in inhibitorjev Kunitz-tipa), so na tem področju potrebne še številne 
raziskave (Goettig in sod., 2010). 
Pomembna je povečana izražanje KLK-jev pri raku - to omogoča aktivacijo KLK v 
citosolu, kjer je prisoten tudi PFK. Dokazano je, da KLK6 cepi nativni PFK-M na aktiven 
kratek fragment v velikosti 45 kDa, kot so ga detektirali pri tumorigenih celičnih linijah z 
metodo po Westrnu (Andrejc in Legiša, 2018).  
Pri tem se poraja vprašanje, kako KLK cepijo že zvite proteine. Robertson in sodelavci so 
ugotovili, da na cepitev proteina močno vpliva že delna nestabilnost proteina, ki se pojavlja 
kot posledica dinamike atomov znotraj nativnega encima. Ta je posebej izrazita, kadar je 
celica pod vplivom signalnih poti, katerih aktivacija je posledica sprememb v 
ekstracelularnem okolju. Nezviti proteini so pod takimi pogoji mnogo dostopnejši 
proteazam kot v normalnih celicah, že zviti proteini pa zaradi spremenjenega izražanja 
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določenih proteaz bolj nestabilni in bolj podvrženi proteolitičnem razkroju (Robertson in 
sod., 2016).  
Preglednica 8: Preglednica za predpostavko cepitvenih mest za KLK (Goettig in sod., 2010). V razpredelnici P1 
označuje AK, za katero pride do cepitve v proteinski verigi, P2-4 in P1'-4' pa prikazujejo pozicije AK, ki se lahko 
pojavijo kot del vezavne sekvence za posamezne kalikreine. Ti imajo v svojih imenih števila (1-15), njihove vezavne 
sekvence pa se med seboj precej razlikujejo. Velikost in poudarek enočrkovnih oznak AK nakazujejo verjetnost, da bo 
omenjena AK uporabljena v vezavni sekvenci določenega KLK. 
 
Na podlagi preglednice je razvidno, da večina KLK prefernčno cepi za Arg (R) in pred Ser 
(S), kar pomeni da je kombinacija R na mestu P1 in S na P1' relativno pogosta za KLK. A 
le KLK 3 in KLK 6 na mestu P2 prepoznavata Val (V), a KLK 3 na P3 ne prepoznava niti 
Ala (A), niti Thr (T), kar naredi cepitveni mesti AAVR-S in STVR unikatni za KLK 6.   
Zaporedje SEGK-GV se morda zdi bolj pogosto, saj relativno velik del KLK poleg R za 
cepitveno mesto prepoznava tudi Lys (K) - KLK 4-6, KLK 8 in KLK 12-14. Od teh na Gly 
(G) mestu P2 prepoznajo KLK 4-6, KLK 8 in KLK 14, a noben od naštetih na mestu P3 ne 
prepozna Glu (E) in le KLK 6 na mestu P4 prepozna S. Poleg tega samo KLK 6 prepozna 
zaporedje G in V na mestih P1' in P2', kar ga naredi za najverjetnejšega kandidata za ti dve 
cepitveni zaporedji. Po istem principu lahko za sekvenco EEGK-GV (oz. GI pri PFK-M) 
določimo, da je najverjetnejši kandidat za to cepitveno mesto KLK 4. 
Pri PFK-M zaporedje AAVR najdemo na mestih A 417-R 420, STVR-I pa takoj za njim, 
na mestih S 421-R 424. Pri PFK-L so (glede na poravnavo) AK zamaknjene za 1 nazaj, pri 
PFK-P pa se AAVR nahaja na A 427-R 430, STVR pa na S 431-R 434. 
Program Kalkulator mase proteinov (Science Gateway, 2018) nam pokaže, da nam v 
primeru cepitve na mestu SEGK-GV pri PFK-L (649 AK)  ostane 70,01 kDa fragment. Pri 
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PFK-P je na tem delu sekvenca SEEGK-GV in pri PFK-M različica SEEGK-GI, tako da za 
cepitev na tem mestu najverjetneje ni odgovoren KLK 6, ampak je (glede na specifikacije 
KLK) verjetnejši kandidati KLK 4. V primeru cepitve za to tarčno sekvenco  so dobljeni 
fragmenti PFK-P (659 AK) 71,18 kDa in pri PFK-M 70,1 kDa. Ker so bili 45-47 kDa 
fragmenti opaženi le pri  PFK-M izoobliki, predpostavljamo da do cepitve za sekvenco 
AAVR-S/SAVR-I pride le pri PFK-M (na mestih 420 in 424). Dobljeni fragmenti so v 
takem primeru 45,36 kDa in 45,81 kDa. 
   
Slika 22: Nastanek 70 kDa fragmenta. Iz 3D strukture  PFK-P je razvidno, da del C-terminusa prekriva cepitveni mesti 
Arg 430 in Arg 434, cepitveno mesto za Lys 659 pa je  enostavno dostopno. Po cepitvi  za lizinom dobimo okrog 70 kDa 
fragment PFK. 
Pri PFK-L zelo verjetno pride do cepitve za lizinom (K) 659, ker je tarčna sekvenca 
SEGK-GV, kot je razvidno z zgornje slike, enostavno dostopna proteazam. Na slikah 
vidimo tudi, kako α-vijačnica prekriva cepitveni mesti R 430 in R 434. Ko se zaradi 
delovanja proteaz odcepi pri K 695, je s tem omogočen dostop do potencialnih cepitvenih 
mest za R430 ali R 434. 
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Slika 23: Potek nastanka 45 kDa fragmenta. Po cepitvi za Lys 659, se odcepi del C-terminusa, ki prekriva cepitveni 
mesti Arg 430 in Arg 434 (obarvano zeleno-slika levo), s čimer postaneta ostali dve cepitveni mesti  dostopni za KLK 6.  
Glede na preferenčna vezavna mesta za KLK 6, je večja vejetnost da je cepitveno mesto pri 
sekvenci AAVR-ST kot pa STVR-ST (Andrejc in Legiša, 2018). Kratke 45-47 kDa 
fragmente so opazili le ob uporabi anti-PFK-M Ab, ne pa tudi pri anti- PFK-P ali anti-
PFK-L protiteles z barvanjem po Westernu. Pri tem je treba v obzir vzeti tudi unikatnost 
vsake celične linije, saj rezultati dosedanjih raziskav kažejo veliko raznolikost pojavnosti 
fragmentov različnih dolžin (Šmerc in sod., 2011). To raznolikost lahko pripišemo 
različnosti izražanja proteinov (tudi KLK), ki je unikatna za vsakega raka, s tem pa postane 
unikatna tudi dinamika PFK, od katere je odvisna verjetnost cepitve na kratke fragmente. 
To pomeni, da ima vsak rak skoraj unikaten podpis v obliki dolžin in koncentracij kratkih 
fragmentov PFK, saj nativnega 85 kDa PFK skorajda ni (Šmerc in sod., 2011).   
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Na podlagi analiz zaporedja izooblik PFK in eksperimentalnih rezultatov smo ugotovili, da 
do nastanka kratkega fragmenta ne pride pri vseh izooblikah. 47 kDa fragment se pojavi le 
pri PFK-M, pri PFK-L pa se pojavi fragment v velikosti 70 kDa. Pri PFK-P nismo zaznali 
kratkih fragmentov, kar bi lahko bila posledica izbire celičnih linij.  
Za nastanek kratkih fragmentov so verjetno vsaj delno odgovorni kalikreini, pri čemer je 
bilo pred kratkim dokazano, da KLK 6 povzroča cepitev PFK-M (Andrejc in Legiša, 
2018), vendar tudi delovanja drugih kalikreinov še ne moremo popolnoma izključiti. 
Nastanek 47 kDa fragmenta je najverjetneje rezultat večkratne cepitve kot posledica 
prekomerne aktivnosti kalikreinov v rakastih celicah. 
Neodzivnost na inhibicijo je posledica cepitve na C-terminalnem delu - pri 47 kDa 
fragmentu se izgubi ključno alosterično vezavno mesto za citrat. To je pri 70 kDa fragmetu 
ohranjeno, vendar ne vemo točno, koliko izguba preostanka česa vpliva na efektivnost 
alosteričnih sprememb, ki vodijo v inhibicijo aktivnosti fragmenta. Sumimo, da bi lahko to 
lahko bil eden od vzrokov zmanjšane odzivnosti na inhibitorje, vendar trenutno še ne 
moremo izključiti možnosti, da je to posledica spremenjenih razmerij metabolitov v 
rakastih celicah.  
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6 POVZETEK  
Za rakaste celice je značilna hitra in nenadzorovana rast, ki je v veliki meri odvisna od 
pospešenege glikolize. Večina glukoze se pri tem kljub zadostni količini kisika pretvori v 
laktat in izloči iz celic (znano kot Warburgov efekt). Spremembe v onkogenih (posledica 
ROS) vodijo v mutacije DNA, spremenjeno izražanje izooblik glikolitičnih encimov (npr. 
HK in PKM) ter mutacije v PI3K/AKT/mTOR signalni poti. V kombinaciji s povečanim 
izražanjem transkripcijskih faktorjev kot so C-Myc in HIF-1α tvorijo kompleksen preplet, 
ki omogoči rakastim celicam deregulacijo ključnih encimov in signalnih poti. Tako se 
spremenijo metabolizem, izražanje in regulacija encimov. V tem magistrskem delu smo 
osredotočili na 6-fosfofrukto-1-kinazo, encim, ki deluje kot ena od kritičnih nadzornih točk 
v prvi stopnji glikolize.  
PFK obstaja v treh izooblikah (L, M in P).Vsi imajo enako nalogo, razlikujejo pa se v 
dolžini in zaporedju aminokislin ter se različno odzivajo na regulatorje. Raziskave kažejo, 
da se pri različnih stopnjah raka spremeni količina posamezne izooblike PFK. Pri rakastih 
celicah so bile zaznane posttranslacijske modifikacije PFK-M, pri čemer se od 85 kDa  
velikega, nativnega encima odcepi visoko aktiven 45-47 kDa fragment, ki je obdrži 
encimsko aktivnost in hkrati postane rezistenten na povratno inhibicijo z ATP. Kot tak je 
eden od vzrokov pospešene, nenadzorovane glikolize.  
Potrdili smo prisotnost kratkega fragmenta pri PFK-L (ki pa je daljši in velik okrog 70 
kDa). Fragment PFK-M je popolnoma neodziven na inhibicijo s citratom, saj se z odcepom 
večine C-terminalnega dela izgubijo kar tri AK vezavnih mest za citrat. Izgubijo pa se tudi 
vezavna mesta za AMP/ADP, vezavna mesta za inhibicijo z ATP in celo del AK F-6-P 
katalitičnega mesta. Ker pa aktivno mesto ostane funkcionalno, fragment ohrani encimsko 
aktivnost. Sklepamo, da ima fragment PFK-L zaradi odcepitve dela proteina okrnjeno 
regulacijo (spremenjeno alosterično obnašanje). Pri PFK-P nismo odkrili fragmentov 
(mogoče zaradi izbire celičnih linij). Kot najverjetnejši vzok za nastanek fragmentov smo 
navedli kalikreine, ki so zlasti pri rakastih celicah močno deregulirani in pogosto izraženi v 
večjih koncentracijah kot običajno. Tekom pisanja te naloge je bilo potrjeno, da KLK 6 
povzroča nastanek kratkega fragmenta pri PFK-M (Andrejc in Legiša, 2018).  
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Seznam aminokislin in njihove okrajšave 
Aminokislina Tričrkovna okrajšava Enočrkovna okrajšava 
Alanin Ala A 
Arginin Arg R 
Asparagin Asn N 
Aspartat Asp D 
Cistein Cys C 
Glutaminska kislina Glu E 
Glutamin Gln Q 
Glicin Gly G 
Histidin His H 
Izolevcin Ile I 
Levcin Leu L 
Lizin Lys K 
Metionin Met M 
Fenilalanin Phe F 
Prolin Pro P 
Serin Ser S 
Treonin Thr T 
Triptofan Trp W 
Tirosin Tyr Y 
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Označene sekvence s potencialnim cepitvenim mestom za KLK6 (AVR,STVR, GNR, LAK)  
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN MDADDSRAPKGSLRKFLEHLSGAGKAIGVLTSGGDAQGMNAAVRAVVRMGIYVGAKVYFI 60 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN ---------MAAVDLEKLRASGAGKAIGVLTSGGDAQGMNAAVRAVTRMGIYVGAKVFLI 51 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN MT---------HEEHHAAKTLGIGKAIAVLTSGGDAQGMNAAVRAVVRVGIFTGARVFFV 51 
                                        :  * ****.******************.*:**:.**:*::: 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN YEGYQGMVDGGSNIAEADWESVSSILQVGGTIIGSARCQAFRTREGRLKAACNLLQRGIT 120 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN YEGYEGLVEGGENIKQANWLSVSNIIQLGGTIIGSARCKAFTTREGRRAAAYNLVQHGIT 111 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN HEGYQGLVDGGDHIKEATWESVSMMLQLGGTVIGSARCKDFREREGRLRAAYNLVKRGIT 111 
                      :***:*:*:**.:* :* * *** ::*:***:******: *  ****  ** **:::*** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN NLCVIGGDGSLTGANLFRKEWSGLLEELARNGQIDKEAVQKYAYLNVVGMVGSIDNDFCG 180 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN NLCVIGGDGSLTGANIFRSEWGSLLEELVAEGKISETTARTYSHLNIAGLVGSIDNDFCG 171 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN NLCVIGGDGSLTGADTFRSEWSDLLSDLQKAGKITDEEATKSSYLNIVGLVGSIDNDFCG 171 
                      **************: **.**..**.:*   *:* .  . . ::**:.*:********** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN TDMTIGTDSALHRIIEVVDAIMTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVSALACGADWVFLP 240 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN TDMTIGTDSALHRIMEVIDAITTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVSALASGADWLFIP 231 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN TDMTIGTDSALHRIMEIVDAITTTAQSHQRTFVLEVMGRHCGYLALVTSLSCGADWVFIP 231 
                      **************:*::*** *************************::*:.****:*:* 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN ESPPEEGWEEQMCVKLSENRARKKRLNIIIVAEGAIDTQNKPITSEKIKELVVTQLGYDT 300 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN EAPPEDGWENFMCERLGETRSRGSRLNIIIIAEGAIDRNGKPISSSYVKDLVVQRLGFDT 291 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN ECPPDDDWEEHLCRRLSETRTRGSRLNIIIVAEGAIDKNGKPITSEDIKNLVVKRLGYDT 291 
                      *.**::.**: :* :*.*.*:* .******:****** :.***:*. :*:*** :**:** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN RVTILGHVQRGGTPSAFDRILASRMGVEAVIALLEATPDTPACVVSLNGNHAVRLPLMEC 360 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN RVTVLGHVQRGGTPSAFDRILSSKMGMEAVMALLEATPDTPACVVTLSGNQSVRLPLMEC 351 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN RVTVLGHVQRGGTPSAFDRILGSRMGVEAVMALLEGTPDTPACVVSLSGNQAVRLPLMEC 351 
                      ***:*****************.*:**:***:****.*********:*.**::******** 
 
SP|Q01813|PFKAP_HUMAN VQMTQDVQKAMDERRFQDAVRLRGRSFAGNLNTYKRLAIKLPDDQIPKTNCNVAVINVGA 420 
SP|P17858|PFKAL_HUMAN VQMTKEVQKAMDDKRFDEATQLRGGSFENNWNIYKLLAHQKPPKE--KSNFSLAILNVGA 409 
SP|P08237|PFKAM_HUMAN VQVTKDVTKAMDEKKFDEALKLRGRSFMNNWEVYKLLAHVRPPVS-KSGSHTVAVMNVGA 410 
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